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UBER DIE VERWERTUNG DER FETTSAUREN IN 
DER LEBER UND DEM MUSKEL 
BEIM HUNGERN. 


Von 


KIYOSHI ARA. 


(Aus dem mediz.-chem. Institut der Keio-Universitit, Tokyo. 
Vorstand: Prof. Y. Sueyoshi.) 


(Hingegangen am 2. Februar 1942) 


I. EQNuerruna. 


Jost und Sorg (1932) haben angefiihrt, dass bei Ausbriitung 
des Hiihnereis, parallel mit der Abnahme des darin befindlichen 
Phosphatides, die Jodzahl der Fettsdure kleiner wird und deswegen 
das ungesittigte Fettsiure enthaltene Phosphatid dabei mehr als 
das gesattigte Fettséure enthaltene aufgebraucht wird. 

Koyama (1987) hat auf Grund der Tatsache, dass beim 
Hungern der Maus die Jodzahl der Fett-Fettsaure in der Leber 
grosser und die der Phosphatid-Fettsaure kleiner wird, behauptet, 
dass dabei die gesattigte Fettsaure des Fettes und die ungesattigte 
Fettsiure des Phosphatides in reichlicher Menge benutzt werden. 

Jedoch gelangten kiirzlich Hodge und Mitarbeitern (1941) in 
Versuchen an Mausen zu dem Ergebnis, dass beim Hungern die 
Fettsdéure mit einer Jodzahl von etwa 80 verbrennt und dabei nicht 
die andere Fettsaéure selektiert wird. 

Ich habe die vorliegende Untersuchung vorgenommen, um 
durch Versuche an Tieren, welche mit verschiedenen Arten von 
Fett gefiittert wurden, die Ergebnisse obiger Forscher noch weiter 


zu klaren. 


Il. UntTERSUCHUNGSMETHODE UND MATERIAL. 


Als Versuchstiere wurden Ratten benutzt. Der wie folgt 
zusammengesetzten Basaldiét wurden als Standardfett Olivendl und 
als das die hoch ungesittigten Fettsiuren enthaltende Fett Leinol 


i) 
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(Jodzahl 185) und als das aus gesattigten Fettsauren aufgebauten 
Fett Kokos6l (Jodzahl 8) je in 10%-Menge zugesetzt. 


Basaldiat 
Starke 70g 
Kasein 202 
Salz (McCollum) 4¢ 
Oryzanin (Vitamin B—Komplex) 2¢ 


Biosterin (Vitamin A u. D) ein wenig. 


Die Trennung der Fett-Fettsiure und Phosphatid-Fettsaure 
des Gewebes wurde nach Koyamascher Methode (1937) vor- 
genommen und die Jozhahl nach Wijsscher Mikromethode er- 
mittelt. 


III. UNntTERSsSUCHUNGSERGEBNISSE. 
Versuch TI. 


In diesem Versuche habe ich als zu untersuchendes Fett 
Olivenol benutzt. 

Die Ermittelung der Menge der Fettsiure im Fett und Phos- 
phatid und der Jodzahl der Fettsiure in der Leber der 10 Tage 
lang gefiitterten Ratten ergab die in Tabelle I A u. B angegebenen 
Daten. 

Nach den Ergebnissen in Tabelle I betragt bei Olivendldiat die 
Menge der Fett-Fettsaure der Leber durchschnittlich 1.11% und 
die Jodzahl 87.9, die Menge der Phosphatid-Fettsaure durch- 


TABELLE I(A) Leber. 


Tier. Fett-Fettsiure Phosphatid-Fettsiure 
Ne % Jodzahl %o Todzahl 

a 0,87 93,1 2,13 146,4 

2 0,75 90,3 2,12 147,3 

3 1,03 86,1 eile 135,2 

4 1,39 85,6 1,99 144,1 

5 Aas} _ 84,2 1592 141,5 
Mittel Tid 87,9 2,05 142,9 


——————— ee EE ee 
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TABELLE I(B) Muskel. 


1; Fett-Fettsiure Phosphatid-Fettsiure 

ier- 
NG: % Jodzahl % Jodzahl 

1 2,45 83,1 0,70 144,3 

2 1,04 83,9 0,67 141,2 

* 3 1,09 87,2 0,62 144,1 

4 0,98 85,1 0,67 150,8 

5 1,83 84,2 0,75 146,2 

Mittel 1,48 84,7 0,68 145,3 


schnittlich 2.05% und die Jodzahl 142.9. Aus diesen Ergebnissen 
ist ersichtlich, dass die Menge der Phosphatid-Fettsiure in der 
Leber weitaus grosser als die der Fett-Fettsiure ist; das Verhaltnis 
ist Fett-Fettsaure: Phosphatid-Fettsiure =1:2. Auch die Jodzahl 
ist bei der Phosphatid-Fettsiure viel héher als die der Fett- 
Fettsdaure. Im Muskel ergibt die Menge der Fett-Fettsiure durch- 
schnittlich 1.48% und die der Phosphatid-Fettsiure 0.68%. Im 
Gegensatz zur Leber ist die Fett-Fettsadure in reichlicherer Menge als 
Phosphatid-Fettsaure enthalten; das Verhiltnis ist Fett-Fettsaure : 
Phosphatid-Fettsiure = 2:1. Die Jodzahl ist bei Fett-Fettsaiure 
84.7 und bei Phosphatid-Fettsaure 145.3, sie ist, wie in der Leber, 
bei Phosphatid-Fettsdure grésser als bei Fett-Fettsdure. 

Bei der Betrachtung obiger Ergebnisse macht man die Fest- 
stellung, dass die Jodzahl der Fett-Fettsiure in Leber und Muskel 
fast gleichen Wert zeigen, ebenso die Jodzahl der Phosphatid- 
Fettsdure in beiden Geweben. Hin Unterschied liegt nur darin, 
dass die Menge des Phosphatides in der Leber grésser als die im 
Muskel ist. Es ist eine bekannte Tatsache dass die Jodzahl der 
Fettsiure in der Leber groésser als die im Muskel ist. Die Haupt- 
ursache dieser Erscheinung besteht darin, dass die Leber das 
Phosphatid, welches aus Fettsiuren mit hoherer Jodzahl aufgebaut 
ist, reichlich enthalt. 


Versuch I. 


Die Versuche wurden in gleicher Weise wie im vorhergehenden 
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Versuch ausgefiihrt. Sie unterschieden sich nur darin, dass als zu 
untersuchendes Fett Leinél oder Kokos6l verwendet wurden. Die 
Ergebnisse bei Leindldiat sind in Tabelle II und die bei Kokosoldiat 
in Tabelle III wiedergegeben. 


TABELLE JI(A) Leber. 


Ti Fett-Fettsaure Phosphatid-Fettsaure 
1er 

a % Jodzahl Yo Jodzahl 

6 1,08 13335 2,50 150,9 

7 0,88 138,3 2,16 150,5 

8 1,99 139,7 2,52 161,9 

9 0,73 128,9 2,18 158,0 

10 0,75 126,5 3,38 151,2 

Mittel 1,09 133,4 2,55 154,5 

TABELLE II(B) Muskel. 
TY Fett-Fettsiure Phosphatid-Fettsaure 
eG r= 

BIA % Jodzahl % Jodzahl 

6 1,93 105,1 0,70 140,0 

ve 2,23 102,1 0,71 167,1 

8 3,19 122,0 0,69 167,8 

9 2,48 100,5 0,82 142,2 

10 2,35 108,2 0,75 159,3 

Mittel 2,44 107,6 0,71 155,3 


Wie aus den Ergebnissen in Tabelle II hervorgeht, betragt die 
Menge der Fett-Fettsdure in der Leber durchschnittlich 1.09% und 
die Jodzahl 133.4. Diese Jodzahl ist im Vergleich zu der bei Oliven- 
oldiat in Tabelle I weitaus grésser. Dies beruht darauf, dass die 
aufgenommene Leinélfettsiure mit grésser Jodzahl an die Leber 
gelangt. Indes betragt die Menge der Phosphatid-Fettsiure durch- 
schnittlich 2.55% und die Jodzahl 154.5. Diese Jodzahl ist im 
Vergleich zu der bei Olivendldiit ohne merklichen Unterschied. 
Auch im Muskel betrigt die Jodzahl der Fett-Fettsiure durch- 
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schnittlich 107.6 und ist grésser als bei Olivendldiit. Die Jodzahl 
der Phosphatid-Fettsdéure, welche 155.3 betriet, lasst im Vergleich 
zu der bei Olivenoldiat keinen grossen Unterschied erkennen. Wie 
oben erwahnt wurde, ist bei der Leinélfiitterung die Jodzahl der 
Fett-Fettsdure grésser als bei Olivendldiat und die der Phosphatid- 
Fettsdaure ohne grossen Unterschied. 

- Diese Tatsache zeigt, dass bei Darreichung des aus Fettsiuren 
mit grosser Jodzahl aufgebauten Leinols die Fett-Fettsiuren sowohl 
der Leber als auch des Muskels deutlich beeinflusst werden, waihrend 
der Einfluss auf die Phosphatid-Fettsdure gering ist. Diese Ergeb- 
nisse stimmen mit den von Terroine (1930) und Sinelair (1931) 


tberein. 
TABELLE IJI(A) Leber. 
a Fett-Fettsaure Phosphatid-Fettsaure 

Nier- , 

Nr. % Jodzahl % Jodzahl 
11 is 73,3 2,41 153,1 
12 1,26 83,6 2,15 168,2 
13 0,98 85,1 2,56 161,1 
14 ae 84,2 2,68 153,1 
15 1,16 83,9 2,62 157,5 

Mittel 1,13 82,0 2,48 158,6 
TABELLE III(B) Mauskel. 
Ti Fett-Fettsaiure Phosphatid-Fettsiure 
ier- : 

NE: % Jodzahl Jo Jodzahl 
a 2,98 62,9 1,2 155,0 
12 2,19 65,3 0,87 160,5 
13 1,41 63,1 1,79 150,4 
14 1,86 66,2 1,41 159,1 
15 1,97 65,5 1,18 153,2 

Mittel 2,08 64,6 1,29 155,6 


Nach den Ergebnissen in Tabelle III betragt die Menge der 
Fett-Fettsiure in der Leber der Tiere, die mit Kokosol gefiittert 
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wurden, durchschnittlich 1.13% und die Jodzahl 82.0, die Menge 
der Phosphatid-Fettsiure 2.48% und die Jodzahl 158.6. Diese 
Jodzahlen sind fast gleich wie bei Olivendldidt. Im Muskel ergibt 
die Menge der Fett-Fettséure 2.08% und die Jodzahl 64.6. Diese 
Zahl ist im Vergleich zu der bei Olivendldiit bedeutend kleiner. 
Die Menge der Phosphatid-Fettsaiure betragt 1.29% und die Jodzahl 
155.6. Diese Zahl zeigt keinen grossen Unterschied zu der bei 
Olivenoldiat. 


Versuch ITI. 


In gleicher Weise wie im Versuch I wurden die Tiere mit 
Olivendldiat gefiittert und danach wurde beim Hungern die Menge 
der das Fett und Phosphatid in Leber und Muskel aufbauenden 
Fettséure und die Jodzahl derselben ermittelt. Die Ergebnisse 
sind in Tabelle IV wiedergegeben. 


TABELLE IV(A) Leber. 


, Fett-Fettsiure Phosphatid-Fettsiure 
Tier- | Hunger- 

Cam REELS! % Jodzahl % Jodzahl 
16 3 0,73 94,4 1,18 131,0 
ay: 4 0,42 104,2 1,29 129,8 
14 4 0,52 103,5 1574. 20,5 
19 5 0,67 97,3 1,37 L271 

Mittel — 0,59 99,9 1,39 127,1 


TABELLE IV(B) Muskel. 


Top y Hunger Fett-Fettsaure Phosphatid-Fettsaiure 

Nr. Tage % Jodzahl % Jodzahl 
16 3 0,36 93,8 0,63 120,0 
17 4 0,33 13st 0,62 124,2 
18 4 0,54 98,8 0,47 118,8 
19 5 0,38 101,5 0,58 TOIL 


Mittel mata 0,40 101,8 0,58 121,0 
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Nach den Ergebnissen in Tabelle IV betrigt die Menge der 
Fett-Fettsaure in der Leber durchschnittlich 0.59% und die Jodzahl 
99.9, die der Phosphatid-Fettsdure 1.39% und die Jodzahl 127.1. 
Aus dem Vergleich dieser Ergebnisse mit den bei normalen Zeiten 
(Tabelle I A) geht hervor, dass die Fett-Fettsiure und Phosphatid- 
Fettsaure an Menge abnehmen, und dass die Jodzahl bei der Fett- 
Fettsaure grésser und bei der Phosphatid-Fettsiure kleiner wird. 
Diese Ergebnisse stimmen iiberein mit denen von Koyama (1937). 
Im Muskel ergibt die Menge der Fett-Fettsiure durchschnittlich 
0.40% und die Jodzahl 101.8, die der Phosphatid-Fettsiure 0.58% 
und die Jodzahl 121.0. Beim Vergleich dieser Ergebnisse mit den 
bei normaler Fiitterrung (Tabelle IB) findet man auch hier, wie 
in der Leber, dass die Jodzahl Fett-Fettsiure grésser und die der 
Phosphatid-Fettsaure kleiner wird. 

Terroine (1927) (19380) hat das Lipoid im Tierkérper in 
,clément variable“ und ,,élément constant“ eingeteilt und angefiihrt, 
dass das erstere die Depotsubstanz darstellt und das letztere die 
zellenaufbauende Substanz ist. Und beim Hungern des Tieres 
verbrennt das ,,élément variable“ und das ,,élément constant“ bleibt 
im Gewebe zurtik. Aus den obigen Ergebnissen geht hervor, dass 
das ,,élément variable“ der Fett-Fettsdéure eine kleine Jodzahl und 
das ,,élément constant“ eine grosse aufweist, wahrend bei der Phos- 
phatid-Fettsiure das ,,élément variable“ eine grosse und das 
,clément constant“ eine kleine Jodzahl besitzt. 


Versuch IV. 


Im gleicher Weise wie im Versuch II wurden die Ratten mit 
Leinodldiat gefiittert und danach wurde beim Hungern die Menge 
der Fett und Phosphatid in Leber und Muskel aufbauenden Fett- 
sdure und die Jodzahl ermittelt. Die Ergebnisse bringt Tabelle V. 

Nach den Ergebnissen in Tabelle V betragt die Menge der 
Fett-Fettsiure in der Leber durchschnittlich 0.54% und die Jodzahl 
98.7, die Menge der Phosphatid-Fettsiure 1.22% und die Jodzahl 
108.7. Vergleicht man diese Ergebnisse mit denen (Tabelle IT) 
bei normaler Leinélfiitterung, so erkennt man, dass das Fett und 
Phosphatid an Menge abnehmen und die Jodzahl der Fettséure bei 
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TABELLE V(A) Leber. 


Fett-Fettsiure Phosphatid-Fettsaure 
Tier- | Hunger- : 

NY. Tage % Jodzahl % Jodzahl 
20 3 0,52 116,0 1,33 105,3 
21 4 0,62 98,1 1,08 104,2 
22 4 0,47 96,1 1,15 102,1 
23 4 0,56 84,5 1,532 123,0 

Mittel _— 0,54 98,7 1,22 108,7 


TABELLE V(B) Muskel. 


: Fett-Fettsiure | Phosphatid-Fettsaure 
Tier- | Hunger- 
eee Yo Jodzahl % Jodzahl 
20 3 0,26 111,1 0,57 12551 
Pi 4 0,25 107,4 0,54 102,0 
22 oe 0,24 121,0 0,54 118,1 
23 4 0,23 100,0 0,65 96,8 
Mittel = 0,25 109,9 0,58 110.5 


Fett und Phosphatid merklich kleiner wird. Die Jodzahl der Fett- 
Fettsaure wird im Gegensatz zu dem Ergebnis in Versuch III, dass 
beim Hungern nach der Olivendlfiitterunge die Jodzahl der Fett- 
Fettsaure in der Leber grésser wird, hier kleiner. Es wird daher 
erkannt, dass hier die Fett-Fettséure mit grosser Jodzahl verbrennt. 
Daraus geht hervor, dass bei Leindlfiitterung die dem _,,élément 
variable“ engehdrige Fettséure in Leber die grosse Jodzahl anzeigt. 

Die Jodzahl der Phosphatid-Fettsaure der Leber in diesem 
Versuche wird kleiner, wenn man, wie bei Olivendlfiitterung, das 
Tier bei Hunger halt. Da bei Lein- und auch Olivendlfiitterung 
die Jodzahl fast gleichen Wert zeigt, erscheint es folgerichtig, dass 
die Jodzahl bei beiden Fallen beim Hungern das gleiche Ergebnis 
erreicht. Nach diesem Ergebnis zu urteilen, weist die dem ,,élément 


variable“ angehdrige Fettsiure im Leberphosphatid eine grosse 
Jodzahl auf. 
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Die Menge der nach dem Hungern in Muskel zuriickgebliebenen 
Fett-Fettsiure betrigt durchschnittlich 0.25% und die Jodzahl 
109.8, die der Phosphatid-Fettsiure durchschnittlich 0.58% wnd 
die Jodzahl 110.5. Aus dem Vergleich dieses Ergebnisses mit dem 
bei normaler Didt (Tabelle IIB) geht hervor, dass die Menge der 
Fettsaure in Fett und Phosphatid abnimmt, besonders deutlich 
beim Fett; dabei ist die Jodzahl der Fett-Fettsiure fast unverindert. 
Die Jodzahl der Fett-Fettsiure vor dem Hungern ist 107.6, und 
weil dieser Wert mit der Jodzahl 109.8 der dem ,,élément constant“ 
angehérigen Fettsiure zufallig iibereinstimmt, erscheint deshalb 
trotz der merklichen Abnahme der Fettsiure die Jodzahl un- 
verandert. Also ist hierbei die Jodzahl der dem ,,élément variable“ 
angehorigen Fettséure beinahe 108 und grosser als die bei Olivendl- 
fiitterung. Die Jodzahl der Phosphatid-Fettsaiure ist im Vergleich 
zu der bei normalen Zeiten (Tabelle If B) bedeutend kleiner, was 
die gleiche Erscheinung wie im Versuch IIT ist. 


Versuch V. 


In gleicher Weise wie im Versuch II wurden die Ratten mit 
Kokos6l gefiittert und danach wurde beim Hungern die Menge der 
Fett und Phosphatid aufbauenden Fettséure und ihre Jodzahl in 
der Leber und dem Muskel ermittelt. Die Ergebnisse sind in 
Tabelle VI wiedergegeben. 

Nach den Ergebnissen in Tabelle VI betragt die Menge der 
Fett-Fettsdure in der Leber durchschnittlich 0.6% und die Jodzahl 


TABELLE VI(A) Leber. 


; Fett-Fettsiure Phosphatid-Fettsaure 
Tier- ‘ 
pal % Jodzahl % Jodzahl 
24 0,37 115,0 0,84 121,1 
25 0,59 112,0 1,45 132,0 
26 0,71 126,9 1,15 130,9 
27 0,74 121,9 1,18 129,2 

Mittel 0,60 118,9 1,15 128,3 
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TABELLE VI(B) Muskel. 


Fett-Fettsaure Phosphatid-Fettsaure 
Tier- | Hunger- 

BE eee % Jodzahl % Jodzahl 
24. 4 0,47 100,0 0,61 92,3 
25 5 0,35 95,7 0,58 103,9 
26 7 0,25 111,2 0,55 105,0 
27 8 0,48 93,9 0,56 118,9 

Mittel —_— 0,38 100,2 0,57 105,0 


118.9, die Menge der Phosphatid-Fettsaure 1.15% und die Jodzahl 
128.3. Vergleicht man diese Ergebnisse mit den bei normaler 
Kokosolfiitterung (Tabelle III A), so erkennt man, dass die Menge 
der Fett-Fettsdure in der Leber abnimmt und ihre Jodzahl 
bedeutend groésser wird. Also besteht hier das ,,élément variable“ 
aus Fettsaure mit kleiner Jodzahl. Die Menge der Phosphatid- 
Fettsaéure nimmt ebenfalls ab, jedoch wird ihre Jodzahl kleiner. 
Also ist die Jodzahl der das ,,élément variable“ darstellenden 
Fettsaure gross. 

Die Menge der Fett-Fettsiure im Muskel betragt durchschnitt- 
lich 0.38% und die Jodzahl 100.2, die Menge der Phosphatid- 
Fettséure durchschnittlich 0.57% und die Jodzahl 105.0. Im 
Vergleich zu den Ergebnissen bei normalen Zeiten (Tabelle III B) 
nimmt die Fett-Fettsiure an Menge betrachtlich ab und ihre 
Jodzahl vergrossert sich auffallend. Also ergibt sich wie in der 
Leber die Jodzahl der dem ,,élément variable“ angehérenden Fett- 
saure klein. Die Phosphatid-Fettsiure nimmt ebenfalls ab und 
ihre Jodzahl wird kleiner. Also besteht das ,,élément variable“ aus 
Fettsaure mit grossr Jodzahl. 


BESPRECHUNG UND ZUSAMMENFASSUNG. 


1) Wenn man die Ratten mit Olivendldiat, welche aus der 
Basaldiat und dem in 10%-Menge zugesetzten Olivendl besteht, 
verfuttert und nach 10 tiagiger Fiitterung die Menge der Fett- 
Fettsaure und Phosphatid-Fettsiure in der Leber betrachtet, so 
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erkennt man, dass, wie Tabelle VII(A) es zeigt, die erstere durch- 
sehnittlich 1.11% und die letztere durchschnittlich 2.32% betriigt; 
also entspricht die erstere etwa 14 der letzteren. Jedoch sinkt beim 
Hungern (Tabelle VII(B)) die Fett-Fettsiure 0.58% und die 
Phosphatid-Fettsiure auf 1.25%, beide haben bis auf die Hilfte 
der Menge bei normalen Zeiten abeenommen. MHieraus geht hervor, 
dass das quantitative Verhaltnis der Fett-Fettsiure und Phosphatid- 
Fettsdure in der Leber bei normalen Zeiten und auch beim Hungern 
1:2 zeigt. 
TABELLE VII(A). 


Fett-Fettsiure (%) Phosphatid-Fettsiure (%) 
Diiit = 
Leber Muskel Leber Muskel 
Olivenol italab 1,48 2,05 0,68 
Leinél 1,09 2,44 2,55 0,71 
Kokosol tens 2,08 2,48 1,29 
Mittel Alilal 2,00 2,02 0,89 
TABELLE VII(B). 
Fett-Fettsiure (%) Phosphatid-Fettsiiure (%) 
Diat 
Leber Muskel Leber Muskel 
Olivenol 0,59 0,40 1,39 0,58 
Leinol 0,54 0.25 1,22 0,58 
Kokosol 0,60 0,38 1 5} 0,57 
Mittel 0,58 0,34 1,25 0,58 


2) Die Menge der Fett-Fettsiure und Phosphatid-Fettsaure 
in Muskel betrigt, wie die Tabelle VII(A) es zeigt, bei ersterer 
durchsehnittlich 2.00% und bei letzterer 0.89%, das Verhaltnis 
der ersteren zu letzteren ist 2:1. Beim Hungern (Tabelle VII(B) ) 
wird die Fett-Fettsiure 0.34%, nimmt also bis auf 4 der Menge 
bei normalen Zeiten ab. Vergleicht man dies mit der Abnahme 
der Fett-Fettsiiure in der Leber, so erkennt man, dass der Grad 
der Abnahme hier sehr gross ist. Das beruht darauf, dass das dem 
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,clément variable‘ angehérige Fett, dh. das Depotfett im Muskel 
viel reichlicher enthalten ist als in der Leber. Die Menge der 
Phosphatid-Fetts’ure wird beim Hungern 0.58% und nimmt um 1% 
des normalen Wertes ab. 

3) Die Jodzahl der Fett-Fettsiure im Muskel ist, wie Tabelle 
VIII(A) es zeigt, bei der Fiitterung mit dem Fettsaure mit hoher 
Jodzahl enthaltenden Lein6l gross und bei der Fiitterung mit dem 
Fettsiure mit kleiner Jodzahl enthaltenden Koksol klein. Bei 
beiden lasst jedoch die Jodzahl der Phosphatid-Fettsaure fast 
keinen Unterschied erkennen. Nach der Untersuchung von 
Joannovicus (1910) und Shioji (1924) wird die Phosphatid- 
Fettsaéure auch durch das Diatfett beeinflusst und dieser Einfluss 
auf die Phosphatidfettsdure ist geringer als die auf die Fettfett- 
sdure. Es konnte hier auch festgestellt werden, dass die Feit- 
Fettsaure im Muskel durch verschiedene Arten des Fettes in der 


TABELLE VIII(A). 


Jodzahl 
Fett-Fettsiure (%) Phosphatid-Fettsaure (%) 
Diat 
Leber Muskel Leber Muskel 
Olivenol 87,9 84,7 142,9 145,3 
Leino] 133,4 107,6 154,5 155,3 
Kokos6l 82.0 64,6 158,6 155,6 
Mittel LOT! 85,6 15220 152, 1 
TABELLE VIII(B). 
Jodzahl 
Fett-Fettsaure (%) Phosphatid-Fettsaure (%) 
Diat 
Leber Muskel Leber Muskel 
Olivenol 99,9 101,8 alPi(al 121,0 
Leinol 98,7 109,9 108,7 110,5 
Kokosil 118,9 100,2 128,3 105,0 
Mittel 105,8 103,9 121,0 112,2 
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Diat stark beeinflusst wird, wahrend die Phosphatid-Fettsiure von 
denselben wenig beeinflusst wird. 

4) Die Jodzahl der Fett-Fettsadure in der Leber (Tabelle VIII 
(B)) ist bei Leindélfiitterung grésser als bei Olivendlfiitterung, 
verhalt sich aber bei der Kokosdlfiitterung fast gleich wie bei der 
Olivendlfiitterung. Aus dieser Tatsache kann man schliessen, dass 
die Fett-Fettsaure in der Leber bei Leinédldiat durch die darin 
enthaltene Fettséure mit hoher Jodzahl beeinflusst wird wie die 
Fettsdure in dem Muskel, wahrend bei der Kokoséldiit sie dureh 
die darin enthaltene gesattigete Fettsiure nicht beeinflusst wird, 
doch wird diese wahrscheinlich in der Leber in ungesiattigte Fett- 
saure umgewandelt. Neuerdings hat Longenecker (1939) bei 
den mit Kokos6l gefiitterten Ratten erkannt, dass die Hauptfett- 
sauren des Kokosols, die Laurin- und Myristinsaiure, im Tierkérper 
in ungesattigte Fettsiure umwandeln. Diese Tatsache stimmt mit 
der Behauptung von Leathes (1909), dass in der Leber eine die 
gesattigte Fettsiure in die ungesittigte verwandelnde Funktion 
vorhanden sei, tiberein. Die Jodzahl der Phosphatid-Fettsiure in 
der Leber wird von der Art des Fettes in der Diat wenig beeinflusst, 
und zeigt stets einen fast gleichen Wert von 152.0 im Durechschnitt. 

5) Die Jodzahl der Phosphatid-Fettséure im Muskel (Tabelle 
VIIT(A)) betrégt durehschnittlich 152.1 und ergibt auch in der 
Leber 152.0. MHieraus geht hervor, dass der ungesattigte Grad der 
Phosphatid-Fettsaure in der Leber und auch im Muskel fast gleich 
ist. 

6) Die Jodzahl der Fett-Fettsiure im Muskel ist, wie in 
Tabelle VIII(A) gezeiet, zwar nach der Art des Fettes sehr ver- 
schieden, sie ist aber nach dem Hungern beinahe konstant. Wie 
Tabelle VIII(B) zeigt, variiert die Jodzahl zwischen 100.2 und 
109.9 und ergibt durchschnittlich 103.9. Also weist die dem 
,€lément constant“ angehérige Fett-Fettsaure die Jodzahl von etwa 
105 auf. Diese Zahl stimmt mit dem Ergebnis, welches Hodge 
u. a. (1941) an Mausen erhalten haben, fast tiberein. 

Die Jodzahl der Fett-Fettsiure im Muskel ist beim Hungern 
nach der Oliven- und Kokosélfiitterung grésser als die vor dem 
Hungern. Es konnte also festgestellt werden, dass hier die Jodzahl 
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der dem ,,élément variable“ angehérigen Fettsiure kleiner als die 
der dem ,,élément constant“ angehérigen Fettsaure ist. Da aber 
bei der Leindlfiitterung die Jodzahl der den ,,élément variable“ 
darstellenden Fettsiure nahe der der ,,élément constant“ darstellen- 
den Fettsiure steht, ist sie beim Hungern unverandert. 

7) Die Jodzahl der Phosphatid-Fettsiure im Muskel ist auch 
bei jeder Fettdiit fast konstant und betragt, wie oben schon erwahnt 
wurde, durchschnittlich 152.1. Beim Hungern (Tabelle VIII(B) ) 
schwankt sie zwischen 105.0 und 121.0 und ergibt durchschnittlich 
112.2. Dieses Ergebnis zeigt, dass beim Hungern die Menge der 
Phosphatid-Fettsiure abnimmt und die Jodzahl kleiner wird. Hs 
wurde also festgestellt, dass die Jodzahl der dem ,,élément variable“ 
angehorigen Phosphatid-Fettsiure grésser als die der dem ,,élément 
constant“ angehorigen Fettsaure ist. 

8) Die Jodzah] der Fett-Fettsiure in der Leber ergibt beim 
Hungern (Tabelle VIII(A)) auch bei jeder Fettdiat einen fast 
gleichen Wert, indem sie zwischen 98.7 und 118.9 schwankt und 
durechsehnittlich 105.8 betragt. Die Jodzahl der Fett-Fettsaéure vor 
dem Hungern betragt bei Leindldidét 133.4 und bei Oliven- und 
Kokosoldiat je 87.9 und 82.0, deshalb weist die Jodzahl der Fett- 
Fettsaure in der Leber beim Hungern nach der Fiitterung mit 
Oliven- und Kokoséldiat einen grésseren und beim Hungern nach 
der Leinoldiat einen kleineren Wert auf. Nach diesem Ergebnis 
ist die Jodzahl der als ,,élément constant“ zu fassenden Fett-Fett- 
saure etwa 105; sind dann Fett-Fettsiuren mit grésserer oder mit 
kleinerer Jodzahl als 105 vorhanden, so verschwinden sie beim 
Hungern als ,,élément variable“. Es wird deshalb erkannt, dass in 
der Leber bei der Benutzung der Fett-Fettsiuren dieselben mit 
solchen Jodzahlen, welche bedeutend groésser oder bedeutend kleiner 
als etwa 100 sind, zuerst benutzt wird. Wie schon erwahnt wurde, 
ist man in den bisherigen Untersuchungen oft zu dem Ergebnis 
gekommen, dass beim Hungern die Jodzahl der Fett-Fettsiure in 
Muskel zunimmt. Dies beruht nach meiner Untersuchung darauf, 
dass die Jodzahl des ,,élément variable“ unter 100 lag. 

Die Jodzahl der dem ,,élément constant“ angehdrenden Fett- 
Fettsdure in der Leer ergibt 105.8 und die im Muskel 103.9, daher 
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ist der ungesattigte Grad der das ,,élément constant“ darsellenden 
Fett-Fettsdure bei Leber und Muskel fast gleich. 

9) Die Jodzahl der Phosphatid-Fettsiure in der Leber betriet 
durehsehnittlich 152.0, schwankt beim Hungern (Tabelle VETTE) 
zwischen 108.7 und 128.3 und ergibt durchschnittlich 121.0. 
Hieraus geht hervor, dass die Jodzahl der dem ,,élément variable“ 
angehorenden Phosphatid-Fettsiure als die der dem élément 
constant“ angehdrenden grésser ist, und dass die erstere Fettsiure 
beim Hungern verbraucht wird, so dass die Jodzahl dabei kleiner 
wird. Es kann weiter festgestellt werden, dass die Jodzahl der 
als ,,élément constant“ zu fassenden Phosphatid-Fettsiiure in Leber 
und Muskel je 121.0 und 112.0 zeigt und dass beide sich nahe 
liegen. : 

10) Da Koyama (1937) festgestellt hat, dass beim Hungern 
der Maus die Jodzahl der Fett-Fettsiure grésser wird, nahm er an, 
dass die gesdttigte Fettsiiure in reichlicher Menge verbrennt. Im 
allgemeinen ist die Jodzahl des Depotfettes der Tiere bei normaler 
Diat 60 etwa 80, ist merklich kleiner als die der als ,,élément 
constant“ zu fassenden Fettsdure. Es ist aus meinen obigen 
Ergebnissen versténdlich, dass beim Hungern das eine kleinere 
Jodzahl als 100 zeigende Depotfett benutzt wird und wie die 
Ergebnisse der Versuche von Koyama zeigen, die Jodzahl der 
Fett-Fettsaure groésser wird. Fernerhin hat Koyama beobachtet, 
dass beim Hungern die ungesditigte Fettsiure in Phosphatid- 
Fettsiure benutzt und die Jodzahl der Fettséure kleiner wird. 
Auch in diesem Falle kann man aus Verfassers Ergebnissen 
ersehen, dass die Jodzahl der dem ,,élément variable“ angehorigen 
Fettsaure grésser als die der dem ,,élément constant“ angehorigen 
ist, und dass deswegen die Jodzahl der nach dem Hungern zurtick- 
bleibenden Fettsdure kleiner wird. 


Zum Schluss spreche ich Herrn Prof. Dr. Y. Sueyoshi fir 
seine Anregung und Anleitung bei dieser Arbeit meinen besten 


Dank aus. 
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UBER DEN GEHALT DER GEWEBE AN 
VERSCHIEDENEN UNGESATTIGTEN, FETTSAUREN 
IM FETT UND PHOSPHATID BEI NORMAL- 

“i SOWIE FETTDIAT. 


VON 


KIJIRO MATUBARA. 


(Aus dem mediz.-chem. Institut der Keio-Universitét, Tokyo. 
Vorstand: Prof. Y. Sweyoshi.) 


(Hingegangen am 5. Februar 1942.) 


I. KINueiruna. 


Die n Leber und Muskel enthaltene ungesittigte Yettsaure 
findet sich vorwiegend im Fett und Phosphatid, ihre Menge in 
den anderen Fettstoffen ist sehr gering. Uber das Vorkommen 
ungesattigten Fettsatiren haben viele Autoren besonders Klenk 
(1980-1935) erfolgreich berichtet. Da aber noch keine systema- 
tische Untersuchung itiber die Mengenverhiltnisse der einzelnen 
Fettsauren besteht, welche in den ungesittigten Fettsauren ent- 
halten sind, die in Leber und Muskel das Fett und Phosphatid 
aufbauen, und auch dariiber, wieweit diese Mengen bei verschie- 
dener Fettnahrung beeinflusst werden, habe ich in dieser Unter- 
suchung danach gestrebt, diese Fragen zu ergriinden. 


Il. UNTERSUCHUNGSMATERIAL UND MertHopt. 


Es ist eine bekannte Tatsache, dass der Einfluss der Fett- 
nahrune auf die Fettsubstanz im Organismus deutlich parallel 
zur Fettmenge in der Nahrung steht. Ich habe daher gemass den 
Versuchen von Sueyoshi und Tooyama (1942) Tauben mit 
kohlehydratfreier Fettnahrung gefiittert und ftir die Versuche 
verwendet. Die zusammengesetzte Nahrung bestand aus 80 ¢ Fett, 
8@ Kasein, 4g anorganischen Salzen und 4g Oryzanin (Vitamin 
B-Komplex). Von dieser Nahrung wurden je 3 g pro 100g Korper- 
gewicht zwangsweise verabfolgt und nach 2 wéchentlicher Fiitterung 
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wurde die Analyse an der Leber und dem M. pectoralis major 
durchgefiihrt. Das fiir die Fettnahrung verwendete Fett war 
Olivenél (Jodzahl 81), Leinél (Jodzahl 165) und Kokosol (Jodzahl 
7). Die Ausfiihrung der Analyse erfolgte in der Weise, dass 
gemass der Miuraschen Methode (1939) das Phosphatid und Fett 
isoliert und die darin befindlichen verschiedenartigen, ungesattigten 
Fettsiuren im Zustand der Bromfettséure bestimmt wurden. Die 
Fettsiuremenge wurde aus der Bromfettsiure errechnet. So wurde 
die Dibromfettsaure als Oleinséure mit 2 Molekiilen Brom, Tetra- 
bromfettséure als Linolséure mit 4 Molektlen Brom, Hexabrom- 
fettsiure als Linolenséure mit 6 Molekiilen Brom und Octabrom- 
fettsdure als Arachidonsaéure mit 8 Molekiilen Brom angesprochen ; 
von jeder dieser Fettsiuren wurde die Brommenge subtrahiert und 
die entsprechende Fettsauremenge errechnet. 


III. UntEersucHUNGSERGEBNISSE. 
Versuch 1. 


Die Ergebnisse der Analyse an Tauben, welche mit normaler 
Nahrung (unpoliertem Reis und Gemiise) gefiittert worden waren, 
sind in Tabelle I zusammengestellt. 

Tabelle I(A) zeigt den Gehalt der Fett-Bromfettsdure in der 
Leber, davon entfallen auf Dibromfettséure durchschnittlich 1,63%, 
Tetrabromfettsdure 0,036%, Hexabromfettsaure 0,015%, und Octa- 
bromfettsdure 0,012%. Nach diesen Ergebnissen gehort der grésste 
Teil der gesamten Bromfettsiure (gesamt. Br-F.S.) zur Dibromfett- 
saure und nimmt 95,4% ein. Daran schliesst sich die Tetrabrom- 
fettsdure, die sich auf 2,36% belauft, die Hexabromfettsiure und 
Octabromfettsdure sind sehr gering und ergeben je 0,97% und 
0,81%. Die Phosphatid-Bromfettsiure in der Leber enthalt, wie 
in Tabelle 1(B) angegeben durchschnittlich 2,06% Dibromfettsdure. 
Thr Gehalt ist im Vergleich zu der im Leberfett nur wenig grésser, 
wahrend der Gehalt an Tetrabromfettsiure 0,309% betriigt, was 
etwa dem 10-fachen Gehalt derjenigen des Leberfettes entspricht. 
Auch die Menge der Hexabromfettsiure ist 0,111% und entspricht 
etwa der 8-fachen, und die der Octabromfettsdure ist 0,112% und 
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TABELLE I(A). (Leberfett). 


Mer= gesamte Dibrom- |-'Tetrabrom-| Hexabrom-| Octabrom- 
Nr Material | Br-Fett- fettsiure | fettsiure | fettsiure | fettsiure 
i siure in % in % in % in % in % 

t Leber 1,456 1,374 0,045 0,015 0,021 

ee — 93,10 3,10 1,04 143 
x Leber alsa 1,068 1,031 0,009 0,007 
= t. eS 4 ~ 
BeE Ss. 94,65 2,81 0,87 0,65 
S Leber 1,993 1,931 2,030 0,017 0,014 
samt. ae 
BLES. 96,89 1,50 0,87 0,71 
i Leber 1,520 1,475 0,023 0,012 0,009 
samt. — a 
eed. 95,47 1,68 0,80 0,61 
E Leber 1,261 1,210 0,027 0,015 0,009 
t. = 
Bers. 96,82 2.15 1,20 0,76 
6 Leber 1,832 1,744 0,053 0,021 | 0,013 
gesamt. ata i= = 
BeF S. 95,64 2,90 1,16 0,75 
Leber 1,530 1,634 0,035 0,015 0,012 
Mittel ike: s 
Br S. — 95,43 2,36 0,97 | 0,81 
TABELLE I(B). (Leberphosphatid). 

Tier-# gesamte Dibrom- | Tetrabrom-| Hexabrom-| Octabrom- 
be : "| Material | Br-Fett- fettsiure | fettsiure | fettsiure | fettsiure 
"5 sure in % in % in % in % in % 

Leber 2,257 1,759 0,241 0,114 0,143 
af 
t. = 
Sa are 76,20 10,40 4,94 ig OFS 
Leber 2,205 1,643 0,344 0,104 0,113 
o 
J ie et is 5 ~~ 
Eg. 47,50 15,60 4,73 Sale 
Leber 2,613 2,142 0,217 0,094 0,058 
3 ssamt. wd 3,76 
eee 58,60 8,68 350. 6,33 
Leber 2,823 2,260 0,364 0,106 0,092 
4 
gesamt. = 5 vi 26 
ee 6. 80,06 12,90 3,76 Se 
Leber 2214 TOL 0,248 0,111 0,083 
2 samt, cs 5 2 3. 4,02 
hk 85,33 12,10 | 5,34 ; 
Leber 3,458 2,798 0,438 0,136 0,083 
6 “ 
‘samt. — 2 Yi 02 
eas. 76,27 12,46 3,79 5 
Leber 2,595 2,062 0,309 0,111 0,112 
Mittel a ai 3¢ 4.98 
TS. — 79,66 12,02 4,39 ’ 
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TABELLE I(C). (Muskelfett). 
er gesamte Dibrom- | Tetrabrom-| Hexabrom- ; Octabrom- 
Nr Material | Br-Fett- fettsiure | fettsdure | fettsiure | fettsaure 
f siiure in % in % in % in % in % 
Muskel 1,485 1,393 0,052 0,019 | 0,020 
T | gesamt. ee 95,50 3,58 Dlg! SAW: 136 
2 Muskel 1,668 SI 0,064 0,034 0,019 
ae a 92,80 8,83 2,03 1,13 
Muskel 2,030 1,923 0,069 0,026 0,012 
3 es — 95,19 3,41 1,30 0,60 
Muskel isi 1,651 0,037 0,028 0,014 
4 ore ae 95,93 2,12 1,167 0,83 
Muskel 1,683 1,587 0,061 0,019 0,015 
gehen wis 94,57 oslo 1,18 0,89 
6 Muskel 1,340 1,267 0,032 0,027 0,014 
ae — 95,22 2,41 2,03 1,05 
; Muskel 1,656 1,562 0,052 0,025 0,015 
Mittel gesamt 
BLES. = 94,87 3,18 1,56 0,98 
TABELLE I(D). (Muskelphosphatid). 
Ter gesamte Dibrom- | Tetrabrom-| Hexabrom-| Octabrom- 
Me. Material | Br-Fett- fettsiure | fettsiiure | fettsiure | fettsiure 
saure in % in % in % in % in % 
s Muskel 2,458 agT9S 0,404 0,090 0,170 
een. — 70,20 15,80 3300 6,65 
> Muskel 1,853 1,145 0,452 0,105 0,142 
* es — 95,94 23,22 5,45 Weour 
44 Muskel 1,981 1,468 0,314 0,085 0,114 
3 ; 
state — 74,14 15,82 4,29 5,75 
_ Muskel 2,314 1,467 0,582 0,106 0,159 
eae. os 62,85 24,93 4,55 6,81 
: Muskel 2,194 1,501 0,472 0,091 0,129 
tes! = 68,21 12,40 4,14 5,10 
6 Muskel 2,200 1,470 0,419 0,086 0,225 
eee — 66,81 19,04 3,90 10,22 
Mitte) Muskel 2,166 1,475 0,440 0,093 0,156 
Bes. — 67,03 20,04 4,32 6,98 
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entspricht der 10-fachen Menge im Leberfett. 

Betrachtet man nun den prozentualen Wert jeder Bromfett- 
saure gegentiber der gesamten Bromfettsiuremenge im Phosphatid, 
so findet man, dass die Tetrabromfettsdure den prozentualen Wert 
Von 12,0% zeigt, welcher im Vergleich mit 2,3% im Leberfett viel 
grosser ist, und dass die Menge der Hexabromfettsiure im Leberfett 
nur 0,97%, hingegen im Leberphosphatid 4.3% betrigt. Die Menge 
der Octabromfettsdiure ergibt im Leberfett nur 0,81%, dagegen im 
Leberphosphatid 4,9%. 

Betrachtet man alsdann den Gehalt der Fett-Bromfettsaure im 
Muskel so findet man, wie in Tabelle [(C) angegeben, an Dibrom- 
fettsdure 1,56%, Tetrabromfettsiure 0,052%, Hexabromfettsdure 
0,025% und Octabromfettsiure 0,015%. Wie in der Leber nimmt 
auch hier die Dibromfettsaure 94,8% der gesamten Bromfettsdure- 
menge ein, und die Menge der tibrigen Bromfettséiuren ist gerine. 

Von dem Gehalt der Phosphatid-Bromfettsaure im Muskel sind, 
wie Tabelle I(D) zeigt, Dibromfettsaure 1,47%, was keinen Unter- 
schied zwischen der im Fett ausmacht, wihrend die Menge der 
Tetrabromfettsiure 0,440% betragt und 9-fach, die der Hexabrom- 
fettsaure 0,093% betragt und 3-fach und auch die der Octabromfett- 
siure 0,156% betrigt und 10-fach grdsser als diejenigen der 
genannten Fettsiuren im Fett ist. Es ergibt sich der prozentuale 
Wert jeder Bromfettsiure gegeniiber der gesamten Bromfettsaure- 
menge an Tetra-, Hexa- und Octabromfettsiure je 20,0%, 4,3%, 
und 6,9%, also ein viel héherer Wert als im Fett. 

Beim Uberblicken der obigen Ergebnisse macht man die Fest- 
stellung, dass sowohl in der Leber als auch im Muskel die Tetra-, 
Hexa- und Octabromfettséure im Phosphatid in grosserer Menge 
vorhanden sind und im Fett wenig vorkommen. 

Der Gehalt jeder Bromfettsiure im Fett ist in den Leber- und 
Muskelgeweben kaum verschieden ; auch der Gehalt jeder Bromfett- 
siure im Phosphatid lasst in diesen beiden Geweben keinen merk- 
lichen Unterschied erkennen. 


Versuch 2. 


Alsdann wurde an Leber und Muskel der Tiere, welche mit 
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Olivenél gefiittert worden waren, jede Bromfettsduremenge im 
Fett und Phosphatid ermittelt; dabei wurden die folgenden Ergeb- 
nisse erhalten. 

Fett-Bromfettsiure in der Leber enthalt, wie in Tabelle I11(A) 
angegeben, an Dibromfettsdure 2,31%, Tetrabromfettsaure 0,089 %, 
Hexabromfettsiure 0,018% und Octabromfettsiure 0,019%. In 
der gesamten Bromfettsiure gehéren 94,8% zur Dibromfettsaure ; 
die Tetrabromfettsiure ergibt 3,74% und die tibrigen Bromfett- 
sduren sind sehr gering. 


TARBELLE II(A). (Leberfett). 
Tier- gesamte Dibrom- |Tetrabrom-| Hexabrom-| Octabrom- 
Me Material | Br-Fett- fettsiure | fettsiure | fettsaure | fettsaure 
: sure in % in % in % in % in % 
. Leber 2,213 2,078 0,088 0,018 0,028 
a = 96,09 4,10 0,87 1,30 
‘ Leber 1,966 1,856 0,075 0,013 0,019 
gesamt. ‘ 
ea. » Heel 93,61 3,80 0,68 1,00 
9 Leber 3,146 3,006 0,105 0,222 0,010 
are — 94,92 3,32 0,73 0,33 
F Leber 2,441 2,314 0,089 0,018 0,019 
Mittel gsesamt 
ar — 94,87 3,74 0,76 0.88 
TaBELLE II(B). (Leberphosphatid). 
Tier- ; gesamte | Dibrom- |Tetrabrom-| Hexabrom-| Octabrom- 
<< Material Br-Fett- fettsAure | fettsiure | fettsdure | fettsiure 
: siure in % in % in % in % in % 
f Leber 2,38 1,617 0,548 0,073 0,136 
epape. = 68,05 23,09 3,09 5,75 
. Leber 2,74 1,767 0,682 0,111 0,157 
coat — 65,00 25,10 4,09 5,78 
Leber 2,97 2,076 0,666 0,105 0,119 
9 gesamt. ‘ : 
Br-F. 8. - 69,99 22,43 3,54 4,01 
Leber 2,69 1,821 0,63: ee 
Mittel gesamt. os He eit agit 
Br-F.S. = 67,68 23,54 3,57 5,18 
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TABELLE II(C). (Muskelfett). 
iver ; gesamte Dibrom- |Tetrabrom-| Hexabrom-| Octabrom- 
Nr. Material Br-Fett- fettsiure fettsiure | fettsiure | fettsiiure 
siiure in % in % in % in % in % 
A Muskel 2,002 1,845 0,120 0,011 0,025 
tee es = 95,49 322 0,50 2 
; Muskel 1,966 1,775 0,150 0,015 0,026 
Bri" 8. is 04,00 7,99 0,80 1,38 
bP Muskel 2,375 2,161 0,170 0,020 0,024 
oe -- 95,09 7,47 0,88 1,05 
Muskel 2,114 1,927 0,146 0,015 025 
Mittel gesamt ; =< ‘ 9 ; e ba 
| Bras. = 95,16 7,23 0,73 1,25 
TABELLE II(D). (Muskelphosphatid). 
Por i gesamte Dibrom- | Tetrabrom-| Hexabrom-} Octabrom- 
ie Material | Br-Fett- fettsdure | fettsiure | fettsdure | fettsiure 
: siure in % in % in % in % in % 
2 Muskel 1,47 0,954 0,347 0,065 0,109 
noes — 64,67 23,53 4,40 7,39 
Muskel 1,88 1,279 0,376 0,092 0,134 
: a 67,99 19,98 8 7,12 
Br-F. 8. = , » 4,89 pie 
9 Muskel 2,18 1,334 0,567 0,059 0,186 
eer Ss — 61,11 25,98 4,35 8,52 
em Muskel 1,84 1,189 0,430 0,084 0,143 
itte 
ates — 64,59 23,16 4,55 7,68 


Der Gehalt der Phosphatid-Bromfettsaure in der Leber besteht, 
wie Tabelle II(B) zeigt, aus Dibromfettséiure 1,82%, Tetrabromfett- 
sdure 0,63%, Hexabromfettsaure 0,096% und Octabromfettsdure 
0,137 %. 

Die Menge jeder Bromfettsiure im Fett und Phosphatid in 
der Leber der Tiere, welche mit Olivendldiat gefiittert wurden, sind 
fast gleich denjenigen bei normaler Kost. Jedoch nimmt bei Oliven- 
dldiit der Gehalt der Fett-Bromfettsiure im Lebergewebe im Ver- 
gleich zu dem bei normaler Kost zu, sodass die gesamte Bromfett- 


24 K. Matsubara: 


siuremenge bei Olivendldiat im Gegensatz zu der von 1,53% bei 
normaler Kost 2,44% zeigte. Dies zeigt eindeutig, den Hinfluss der 
Fettdiat. Auch die Menge der Phosphatid-Tetrabromfettsaure ist 
bei Olivendldiat hoher als diejenige bei normaler Kost, und betragt 
bei letzterer 0,80%, hingegen bei ersterer 0,63%. Es hat sich somit 
gezeiot, dass der Gehalt in der gesamten Bromfettsaure bei letzterer 
nur 12,0%, hingegen bei ersterer 23,5% ist. 

Was den Gehalt der Fett-Bromfettsdure im Muskel anbelangt, 
so ergeben sich, wie in Tabelle I1(C) angegeben, an Dibromfettsaure 
1,92%, Tetrabromfettsdure 0,146%, Hexabromfettsaure 0,015% und 
Octabromfettsdure 0,025%. Auch hier ist die Menge der Tetra- 
bromfettséure hoher als diejenige bei normaler Kost. 

Der Gehalt der Phosphatid-Bromfettsaure im Muskel besteht, 
wie in Tabelle I1(D) angegeben, aus Dibromfetts’ure 1,18%, Tetra- 
bromfettséure 0,430%, Hexabromfettsdure 0,084% und Octabrom- 
fettsaure 0,143%. Diese Ergebnisse sind fast gleich denen bei 
normaler Kost. 


Versuch 3. 


Wie’ im vorigen Versuch wurde bei Leber und Muskel der 
Tauben, welche mit Leindldiat gefiittert worden waren, jede Brom- 
fettsauremenge des Fettes und Phosphatids ermittelt. Die Ergeb- 
nisse sind in Tabelle IIT zusammengestellt. 


TABELLE III(A). (Leberfett). 
Tier- gesamte Dibrom-. | Tetrabrom-| Hexabrom-| Octabrom- 
Nr Material | Br-Fett- fettsdure | fettsiure | fettstiure | fettsdure 
: siure in % in % in % in % in % 
oe Leber 1,477 1,103 0,287 0,718 0,014 
ees. — 76,80 20,02 4,99 0,989 
Leber 2,072 1,606 0,279 0,164 0,022 
on gesamt ~ 
Br-F. s. = 17,52 13,47 7,94 1,073 
12 Leber 1,629 1,166 1,358 0,097 0,007 
ee — 71,56 21,98 6,00 0,45 
: Leber 1,726 1,291 0,308 0,111 0,014 
Mittel | sesamt. S 
Taal Se == 75,26 18,49 6,31 0,83 
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TABELLE III(B). (Leberphosphatid). 
Wiiore rk gesamte Dibrom- Tetrabrom-|} Hexabrom-| Octabrom- 
Nr. Material Br-Fett- fettsiure fettsiure | fettsiiure | fettsiure 
siure in % in % in % in % in % 
& Leber 2,796 1,864 0,736 0,092 0,101 
10 esamt 
RS. es 66,68 26,34 3,324 3,63 
1 Leber 2,800 1,516 1,016 0,114 0.152 
eae _ 54,16 36,31 4,09 5,48 
12 Leber 3,085 1,954 0,770 0,141 0,168 
waht — 64,37 25,39 4,66 5,55 
ea Leber 2,877 1,778 0,841 0,116 0,140 
1 ; 
Barbe gesaane - 64,74 29,35 4,023 4,87 
TABELLE IJI(C). (Muskelfett). 
per gesamte Dibrom- | Tetrabrom-} Hexabrom-| Octabrom- 
we Material | Br-Fett- fettsiure | fettsiure | fettsiure | fettsdiure 
, siiure in % in % in % in % in % 
ms Muskel 5,357 4,482 0,497 0,863 0,017 
samt. Ss = 
oN Sg. 85,21 9,44 6,90 0,33 
rn Muskel 6,555 5,071 0,756 0,712 0,016 
ae — 77,35 11,63 10,86 0,24 
12 Muskel 4,768 3,852 0,891 0,498 0,027 
a t. me . 
Bers. 80,78 8,19 10,44 1,58 
Muskel 5,561 4,468 0,548 0,524 0,080 
Mittel | gesamt. = 81,11 9,72 9,40 0,38 
Br-F.S. : ‘Sie ; si 
TaBELLE IJI(D). (Muskelphosphatid). 
idx gesamte Dibrom- | Tetrabrom-| Hexabrom-} Octabrom- 
Nr Material | Br-Fett- fettsiure | fettsiure | fettsiure | fettsaure 
: sure in % in J in % in % in % 
Muskel 1,862 1,228 0,475 0,067 0,092 
10 aes = 
g t. — 5,95 Dist: 94 
Seis sane) nanan inemahres ct 
Muskel 2,091 1,161 0,618 122 0,190 
lal e 
samt. =o 55,52 29,55 : 9 
ae 65,52 9,55 5,83 9,98 
12 Muskel 1,980 1,207 0494 0,118 0,161 
3 ip = 5 2 495 8,13 
eg 60,95 4,94 5,95 I 
; Muskel 1,978 1,198 0,529 0,102 0,147 
Mittel gesamt. — 30,81 26,67 5,13 7,38 
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Tabelle I1I(A) zeigt, den Gehalt der Fett-Bromfettséure in 
der Leber, bestehend aus Dibromfettsiure 1,29%, Tetrabromfett- 
siure 0,308%, Hexabromfettsiure 0,111% und Octabromfettsaure 
0,014%. Vergleicht man die Ergebnisse mit denen bei normaler 
Kost, so findet man, dass sich an Tetra- und auch Hexabromfett- 
siiure die 8-fach groésseren Mengen ergeben, indem der prozentuale 
Wert dieser beiden Bromfettséuren gegeniiber der gesamten Brom- 
fettsiuremenge bei der ersteren bei normaler Kost 2,36%, aber in 
diesem Fall 18,49% ausmacht. Bei der letzteren betragt er bei 
normaler Kost 0,97%, zeigte aber hier 6,31%. Es wurde somit 
nachgewiesen, dass bei Leinéldidt Tetra- und Hexabromfettsaure 
im Fett bedeutend zunehmen. 

Der Gehalt der Phosphatid-Bromfettsdure in der Leber besteht, 
wie in Tabelle III(B) angegeben, aus Dibromfettsaure 1,77%, Tetra- 
bromfettsaure 0,84%, Hexabromfettséure 0,116% und Octabrom- 
fettsaure 0,140%. Diese Ergebnisse zeigen im Vergleich mit denen 
bei normaler Kost beinahe keinen merklichen Unterschied, nur hat 
die Tetrabromfettséure etwas zugenommen. 

Der Gehalt der Fett-Bromfettséure im Muskel besteht, wie 
Tabelle III(C) zeigt, aus Dibromfettséure 4,46%, Tetrabromfett- 
sdure 0,548%, Hexabromfettsiure 0,524% und Octabromfettsaure 
0,030%. 

Wenn man nun diese Ergebnisse mit den bei normaler Kost 
vergleichend betrachtet, so findet man, dass der Gehalt jeder Brom- 
fettsaure ebenfalls zanimmt und deshalb die gesamte Bromfettsaure- 
menge, welche bei normaler Kost 1,65% betragt, hier 5,56% zeigt. 
Es nehmen besonders die Tetra- und Hexabromfettsaure betrachtlich 
zu, deren Menge bei der ersteren etwa der 10-fachen bei normaler 
Kost und bei letzterer etwa der 20-fachen Menge entspricht. 

Der Gehalt der Phosphatid-Bromfettsiure im Muskel besteht,. 
wie in Tabelle III(D) angegeben, aus Dibromfettsaure 1,19%,. 
Tetrabromfettsaure 0,529%, Hexabromfettsiure 0,102% und Octa- 
bromfettsdure 0,147%. Diese Ergebnisse zeigen im Vergleich mit: 
denen bei normaler Kost keinen grossen Unterschied. 
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Versuch 4. 


Es wurde alsdann bei den Tieren, welche mit Kokosél gefiittert 
worden waren, die Zusammensetzung der Fett- und Phosphatid- 
Bromfettsaéure in Leber und Muskel ermittelt. Die Ergebnisse sind 
in Tabelle IV zusammengestellt. 

Tabelle IV (A) zeigt, dass die Fett-Bromfettsiure in der Leber, 
der aus Dibromfettsiure 4,93%, Tetrabromfettsdure 0,117%, Hexa- 
bromfettsaure 0,028% und Octabromfettsdure 0,030% besteht. 


TABELLE IV(A). (Leberfett). 
Per. : gesamte Dibrom- Tetrabrom- Hexabrom- Octabrom- 
Nr. Material ene fettsiure fettsaure fettsdure fettsaure 
siure in % in % in % in % in % 
Leber 5,456 yaks 0,078 0,028 0,017 
i Teor = 97,74 1,42 0,52 0,31 
Leber 5,708 5,450 0,190 0,020 0,048 
a Ae tee — 95,48 3,33 0,36 0,81 
15 Leber 4,163 4,014 0,083 0,036 0,028 
tio _ 96,44 2,01 0,88 0,68 
Mitel | gesamt, = 96,55 2,25 0,58 0,58 


TABELLE IV(B). (Leberphosphatid). 


oe gesamte Dibrom- |Tetrabrom-| Hexabrom-| Octabrom- 
fee Material | Br-Fett- fettsiure | fettsiure | fettsiure | fettsaure 
=< siiure in % in % in % in. Yo in % 
Leber 6,184 5,699 0,131 0,129 
ss igelaga — 92,14 ple 2,09 
Leber 8,342 7,173 0,168 0,454 
is eae a 85,88 2,01 5,44 
Leber 5,970 5,371 0,163 0,171 
_ aR =_ 89,92 2,73 2,88 
‘ Leber 6,832 6,081 0,154 0,251 
Mittel | gesamt, eit 89,31 2,29 3,46 
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TABELLE IV(C). (Muskelfett). 
: gesamte Dibrom- | Tetrabrom-| Hexabrom-| Octabrom- 
Tier- | yraterial | Br-Fett- | fettsiure | fettsiure | fettsiure fettsiure 
Nr. siure in % in % in % in % in % 
Muskel 3,062 2,907 0,123 0,022 0,010 
He act as 94,93 4,01 0,71 0,32 
2, | 
Muskel | 1,844 1.767 0,049 0,016 6,012 
14 | gesamt = 95,88 2,62 0,87 0,64 
Tat we 
a Muskel 2,333 2,296 0,040 0,017 0,030 
gesamt, a 96,35 1,67 0,71 1,25 
ah A 15 
Muskel 2,429 PEBURS 0,070 0,018 0,017 
— gesamt, i 95,72 277 0,76 0,74 
TABELLE TV(D). (Muskelphosphatid). 
: gesamte Dibrom- | Tetrabrom-| Hexabrom- Octabrom- 
a, Material | Br-Fett- fettsiure | fettsiure | fettsaiure | fettsHure 
Nr, siiure in % in Yo in % in % in % 
Muskel 3,418 2,598 0,550 0,091 0,179 
= eos = 86,01 6,09 2,66 5,23 
Muskel 2,699 p,o10 0,163 0,063 0,103 
= eae ae 87,81 6,04 2,33 3,81 
15 Muskel 3,432 2,943 0,225 0,082 0,182 
ae ~— 85,75 6,55 2,39 5,30 
Muskel 3,183 2,637 0,312 0,078 0,154 
DHL gesamt, = 86,52 6,22 2,46 4,78 


‘Verglichen mit den Ergebnissen bei normaler Kost, ist die Menge 
der Dibromfettsiure und Tetrabromfetisiure etwa 3-fach und die 
Hexa- und Octabromfettsiure etwa 2-fach grésser. Es wurde also 
erkannt, dass die gesamte Bromfettsiuremenge im Gegensatz zu 
1,53% bei normaler Kost hier 5,10% betriagt. 

Da die oben erwahnten Bromfettsfuren alle fast gleichgradig 
zugenommen haben, zeigt der prozentuale Wert jeder Bromfett- 
sauremenge gegeniiber der gesamten Bromfettséuremenge mit der- 
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jenigen bei normaler Kost keinen grossen Unterschied. 

Der Gehalt der Phosphatid-Bromfettsaure in der Leber besteht, 
wie in Tabelle 1V(B) angegeben, aus Dibromfettsiure 6,08%, Tetra- 
bromfettsaure 0,345%, Hexabromfettsiure 0,15% und Octabrom- 
fettsiure 0,25%. Vergleicht man die Ergebnisse mit denen bei 
normaler Kost, so ist die Menge der Dibromfettsiure bedeutend 
hoher und entspricht etwa der 3-fachen Menge bei den letzteren. 
Tetra- und Hexabromfettséure erfuhren fast keine Mengenschwan- 
kungen, und die Octabromfettsiuremenge ist etwa 2-fach hoher. 

Da wie oben erwihnt, die Menge der Dibromfettsdiure eine 
betrachtliche Zunahme erfahrt, zeigte die gesamte Bromfettsiure- 
menge, welche bei normaler Kost 2,59% betrug, hier 6,8%. 

Ks ist eine sehr interessante Tatsache, dass es trotz der Fiit- 
terung mit Kokosol, welches von gesattigten Fettsiuren aufgebaut 
ist, zur Zunahme der Fett- und Phosphatid-Bromfettsiuremenge 
kommt. 

Fernerhin besteht der Gehalt der Fett-Bromfettsiure im 
Muskel, wie in Tabelle IV(C) angegeben, aus Dibromfettsiure 
2,32%, Tetrabromfettsaure 0,070%, Hexabromfettsaure 0,018% und 
Octabromfettsaure 0,017%. Diese Werte im Vergleich mit denen 
bei normal gefiitterten Tieren zeigen keinen bedeutenden Unter- 
schied. 

Der Gehalt der Phosphatid-Bromfettséure im Muskel besteht, 
wie in Tabelle IV(D) angegeben, aus Bibromfettsaure 2,63%, 
Tetrabromfettsdure 0,812%, Hexabromfettsiure 0,078% und Octa- 
bromfettsiure 0,154%. Beim Vergleich dieser Ergebnisse mit 
denen bei normaler Kost zeigt sich kein merklicher Unterschied. 


LV. ZuSAMMENFASSUNG UND BESPRECHUNG. 


1. Versuch an Tauben, die mit normalen Kost gefittert wurden. 
Es wurden die verschiedenen ungesittigten Fettsauren, welche 
das Fett und Phosphatid in Leber und Muskel aufbauen, isoliert 
und ermittelt. 
1) Bestimmungsergebnisse bei der Leber. 
Die Fett-Bromfettsiuremenge ergibt an Dibromfettsaure 
1,63%, Tetrabromfettsiiure 0,035%, Hexabromfettsaure 0,015% und 
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Octabromfettsdure 0,012%. 

Die Phosphatid-Bromfettsiuremenge ergibt an Dibromfettsaure 
2,06%, Tetrabromfettsiure 0,309%, Hexabromfettsdure 0,111% und 
Octabromfettsaure 0,112%. 

2) Bestimmungsergebnisse beim Muskel. 

Die Fett-Bromfettsiuremenge ergibt an Dibromfettsdure 
1,56%, Tetrabromfettsaure 0,052%, Hexabromfettsaure 0,025% und 
Octabromfettsaiure 0,015%. 

Die Phosphatid-Bromfettsiuremenge ergibt an Dibromfettsaure 
1,47%, Tetrabromfettsaure 0,440%, Hexabromfettsdure 0,093% und 
Octabromfettsaure 0,156%. 

3) Die obigen Ergebnisse und die prozentualen Werte jeder 
Bromfettséure gegentiber der gesamten BromfettsAuremenge (Br- 
F.S) sind in Tabelle V aufgefiihrt. 


TABELLE V. 
Dibrom- | Tetrabrom-| Hexabrom- | Octabrom- 
Fettsubst. Material fettsiure fettsiure fettsiure fettsaiure 
in % in % in % in % 
Tepes aoa 1,634 onan 0,015 0,012 
BeF.S. 95,43 2,36 0,97 0,81 
Leber- Gewebe 2,062 0,309 0,111 0,112 
phosphatid aes 79,66 12,02 4,89 4,98 
NMoaslortatt whois 1,562 0,052 0,025 0,015 
Br-F. 8, 94,87 3,18 1,56 0,98 
Muskel- Gewebe 1,475 0,440 0,093 0,156 
phosphatid |  gesamt 67,03 20,04 4,32 6,98 


Wenn man jede ungesattigte Fettsiuremenge auf Grund der 
obigen Bromfettsiuremenge errechnet, so erhilt man die in Tabelle 
VI verzeichneten Ergebnisse. 

Bei Betrachtung der Tabelle VI zeigt sich, dass die Oleinsiure 
im Leberfett 1,045%, Linolsiure 0,016%, Linolensiure 0,005% und 
Arachidonsaure 0,003% betrigt. Die Menge der im Phosphatid der 
Leber enthaltenen Oleinsdure betragt 1,32%, die der Linolsiure 
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TABELLE VI. 


Oleinsiure Linolsiure Linolensiure | Arachidonsiure 
Gewebe| Fettsubst. of Phosphatid of Phosphatid Phosphatid| ne, |Phosphatid 
- ¢ Fett g Fett 7o Fett Ke | Fett 
r | a 
Fett 1,045 0.9166 0,0055 0,0039 
Leber | Phosphatid} 1,320 1,2 0,1466 9,0 0,0426| 7,8 0,0864| 9,0 
gesamt. 2,365 0,1632 0,0481 | 0,0403 | 
Fett | 1,000 0,0248| ° 0,0095 | 10,0051 
Muskel | Phosphatid|0,9430 0,94 |0,2080 8,4 0,0344 3,6 0,0505| 10,0 
gesamt. /|1,9430 0,2328 0,0439 0,0556 | 


0,146%, die der Linolensiure 0,042% und die der Arachindonsiure 
0,036%. Betrachtet man vergleichend den Gehalt dieser Fettsiuren 
im Fett und Phosphatid, so findet man, dass die Oleinsdure in beiden 
in fast gleicher Menge vorhanden ist, wahrend die iibrigen un- 
gesittigten Fettsiuren im Phosphatid in bedeutend héherer Menge 
als im Fett vorhanden sind, indem im ersteren die Linolsiure etwa 
9-fach, die Linolensiéure etwa 8-fach und die Arachidonsaure etwa 
9-fach reichlicher enthalten ist. 

Im Muskel zeigt die Oleinsiure 1,94%, Linolséure 0,232%, 
Linolensaure 0,043% und Arachidonsaure 0,055%. Die mengen- 
massige Verteilung der Fettsauren im Fett und Phosphatid ist 
bei der Oleinséiure fast gleich gross, und die im Phosphatid vor- 
handene Menge der iibrigen ungesattigten Fettsauren ist, wie in 
der Leber, viel hoher als die im Fett und zwar bei Linolsaure 8-fach, 
bei Linolensaure 4-fach und bei Arachidonséiure 10-fach hoher. 

5) Den prozentualen Wert jeder ungesattigten Fettsaure- 
menge gegeniiber der gesamten ungesattigten Fettsduremenge zeigt 
Tabelle VII. 

Die Menge der hochungesiattigten Fettsaure ist im Leberfeit, 
wie aus Tabelle VII zu ersehen, gering und zeigt an Linolsaure 
1,77%, sie ist an Linolen- und Arachidonsiure noch geringer, je 
0,56% und 0,48% ergebend; der prozentuale Wert jeder ungesit- 
tigten Fettsiiure im Leberphosphatid zeigt an Linolsaéure 9,42%, 
Linolensiure 2,63% und Arachidonsiure 2,70%. Hiernach wurde 
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TABELLE VII. 


Ol ein- Linolsaure Linolenséure Arachidonsaure 
siure 
Ceci Eeeree: \Phosphatia Phosphatid o Phosphatid 
% % Fett %o Fett 4 Fett 
Fett 97,24 SIBIe 0,56 0,43 
9er 8,5 4,7 5,3 
TOUET pi oapnatid | eo 2e BAe 2,63 2,70 
Fett 96,22 2,0 ° 0,89 0,51 
Iuskel Sie Z 8,0 3,0 8,0 
Phosphatid| 76,20 | 17,00 2,76 4,04 


erkannt, dass die Menge der hochungsittigten Fettsaure im Phos- 
phatid einen viel héheren Prozentsatz zeigt als diejenige im Fett. 

Die Menge der ungesittigten Fettsiure im Muskelfett ergibt, 
wie Tabelle VII zeigt, an Oleinséure 96,22%, Linolsaéure 2,38%, 
Linolensdure 0,89% und Arachidonsdure 0,51%. Der prozentuale 
Wert der ungesattigten Fettsaure im Muskelphosphatid zeigt an 
Linolsaure 17,0%, Linolensaure 2,76% und Arachidonsiure 4,04%. 
Wie in der Leber ist auch im Muskel der Prozentsatz der hoch- 
ungesattigten Fettsaure gegentiber der gesamten ungesattieten 
Fettsauremenge im Phosphatid viel héher als im Fett. 

6) Vergleicht man nun den Gehalt der das Leber- und Muskel- 
fett aufbauenden verschiedenen ungesiattigten Fettsduren, so findet 
man, dass er bei allen Fettsdéuren fast gleich ist. Bei Vergleich 
des Gehaltes der das Leber- und Muskelphosphatid aufbauenden 
verschiedenen Fettsiuren zeigt sich, dass die Linolsiure immer 
dazu neigt, im Muskelphosphatid viel reichlicher als im Leber- 
phosphatid enthalten zu sein. Betrachtet man Tabelle VII, so 
treten diese Verhaltnisse noch deutlicher hervor, und zwar findet 
man, dass der Prozentsatz jeder im Fett vorhandenen ungesattigten 
Fettsduremenge gegeniiber der gesamten ungesattigten Fettsdiure- 
menge sich in Leber und Muskel fast gleich verhalt, wihrend beim 
Phosphatid der prozentuale Wert der Linolsiiure in der Leber 
9,42%, hingegen im Muskel 17,00% betragt. Es ist eine interessante 
Tatsache, dass in den Muskeln die Phosphatid-Linolsiure in hoher 
Menge vorhanden ist. 
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2. Versuche an Tauben, die mit Olivendldiit gefiittert wurden. 


1) Bestimmungsergebnisse bei der Leber. 

Die Menge der in der Leber vorhandenen verschiedenen Fett- 
Bromfettséiuren zeigt sich nur etwas hoher als die der mit normaler 
Kost gefiitterten Tauben. Die Menge der Phosphatid-Bromfett- 
saure in der Leber ergibt nur an der Tetrabromfettsiure einen 
hoheren Prozentsatz als bei normaler Kost, die iibrigen Bromfett- 
sduren verhalten sich bei beiden Fiitterungen nahezu gleich. 

2) Bestimmungsergebnisse beim Muskel. 

Der Gehalt der Fett-Bromfettsiure im Muskel zeigt nur eine 
geringe Zunahme im Vergleich mit dem bei normaler Kost. Der 
Gehalt der Phosphatid-Bromfettsiure ist beinahe gleich dem bei 
normaler Kost. 


TABELLE VIII. 


Olein- Linolsiiure Linolensaure Arachidonsiure 
siiure 
Gewebe| Fettsubst. | aoe emai ee 
osphati hosphati hosphati¢ 
% 7 Fett %o Fett % Fett 
Fett 1,48 | 0,042 0,0067 0,0063 
Leber |Phosphatid; 1,11 | 0,296 7,0 0,0355 5,3 0,0435 7,0 
gesamt. 2,59 | 0,33 0,0422 0,0498 
Fett 1,23 | 0,069 0,0057 0,0082 
Muskel | Phosphatid| 0,76 | 0,202 3,0 0,0308 5,4 0,0458 5,6 
gesamt. 1,99 | 0,271 0,0365 0.0540 
TABELLE IX. 
Ol ein- Linolsiure Linolensiure Arachidonsaure 
sadure 
Goring) ctsab al lPhosphatid Phosphatid Phosphatid 
%o %o Fett % Fett 7 Fett 
Fett 96,46 | 2,66 0,44 0,44 
Leber B ‘ 7,0 we 5,0 he 7,0 
Phosphatid| 75,54 | 19,22 2,2 2,95 
Fett 93,73 | 5,22 0,42 0,63 
Muskel ; : : 4,0 00 7,0 4.40 7,0 
Phosphatid| 73,40 | 19,20 3, ; 


oo) SOEs a ee SLR ee ee 
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Wenn man jede ungesattigte Fettsiuremenge auf Grund der 
Bromfettsiuremenge errechnet, so erhilt man die in Tabelle VIII 
verzeichneten Ergebnisse. 

Den prozentualen Wert jeder ungesattigten Fettsauremenge 
gegentiber der gesamten ungesittigten Fettsduremenge zeigt Tabelle 
Ix, 


3. Versuche an Tauben, die mit Lewméldidt gefiittert wurden. 


1) Bestimmungsergebnisse bei der Leber. 

Die Fett-Bromfettsiuremenge besteht aus Dibromfettsaure 
1,29%, Tetrabromfettsaure 0,308%, Hexabromfettsaure 0,111% und 
Octabromfettsaure 0,014%. Die Menge der Phosphatid-Bromfett- 
sdure besteht aus Dibromfettséure 1,77%, Tetrabromfettsaure 
0,841%, Hexabromfettsaure 0,116% und Octabromfettsdure 0,140%. 

2) Bestimmunegsergebnisse beim Muskel. 

Die Fett-BromfettsAuremenge ergibt an Dibromfettsaure 
4,46%, Tetrabromfettsdure 0,548%, Hexabromfettsdure 0,524% und 
Octabromfettsaure 0,030%. Die Menge der Phosphatid-Bromfett- 
saure ergibt an Dibromfettsaiure 1,19%, Tetrabromfettsdure 0,527 %, 
Hexabromfettsaéure 0,102% und Octabromfettsdure 0,147%. 

3) Die obigen Ergebnisse und den Prozentsatz der ver- 
schiedenen ungesdttigten Bromfettsiuremengen gegeniiber der 


TABELLE X, 
Dibrom- Tetrabrom- | Hexabrom- | Octabrom- 
Fettsubst. Material fettsiure fettsiure fettsiure fettsaure 
in % in % in % in % 
Gewebe 1,291 0,308 0,111 0,014 
Leberfett A ee ARR 
Bek Ss. 75,29 18,49 6,31 0,83 
Leber: Gewebe 1,778 0,841 0,116 0,140 
phosphatid pene 64,74 29,35 4,02 4,87 
Muskelfett pial’: at = a "ieee 
Br-F. 8, 81,11 9,72 9,42 0,38 
Muskel- Gewebe 1,198 0,527 0,102 0,147 
ee dag aah 60,81 26,67 5,18 7,38 
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gesamten Bromfettsduremenge zeigt Tabelle X. 

4) Die Ergebnisse der Errechnung der verschiedenen un- 
gesattigten Fettsiuren der obigen Bromfettsiuremenge sind in 
Tabelle XI zusammengestellt. 


TABELLE XI. 


- at Linolsiure Linolensaure Arachidonsiure 
Gewebe| Fettsubst. 
Phosphatid Phosphatid Phosphatid 
%o % Fett %o Fett % Fett 
Fett 0,825 |0,178 0,0408 0,0048 
Leber |Phosphatid} 1,135 | 0,394. 2,2 0,0427 1,0 0,0455 9,5 
gesamt. 1,960 | 0,572 0,0835 0,0503 
Fett 2,860 | 0,257 0,1920 0,0099 
Muskel | Phosphatid| 0,767 | 0,248 1,0 0,0372 0,2 0,0478 4,8 
gesamt. 3,627 | 0,505 0,2292 0,0575 


— 


Nach den Ergebnissen in Tabelle XI sind die Mengen der im 
Fett der Leber enthaltenen ungesattigten Fettsiuren an Oleinsiure 
0,825%, Linolsaure 0,178%, Linolenséure 0,040% und Arachidon- 
siure 0,0048%. Vergleicht man sie mit derjenigen bei normaler 
Kost, so zeigt sich die Menge der Linol- und Linolensdure etwa 
8-fach grosser als bei der letzteren. Die verschiedenen ungesattigten 
Fettsiuremengen im Phosphatid ergeben im Vergleich mit den- 
jenigen bei normaler Kost an Linolséure eine etwa 2-fache Menge, 
wahrend die tibrigen Fettsauren sich beinahe gleich verhalten. Bei 
normaler Fitterung, wie schon erwahnt wurde, sind die Linol- und 
Linolenséure in einer viel héheren Menge im Phosphatid als im 
Fett vorhanden, wahrend in diesem Falle die Menge der beiden 
Fettsiuren im Fett betraichtlich zumimmt, so dass sie von derjenigen 
im Phosphatid kaum verschieden ist. 

Die Menge der im Fett des Muskels enthaltenen Oleinsaure 
betrigt 2,86%, die der Linolsiure 0,257%, die der Linolensaure 
0,192% und die der Arachidonsaure 0,0099%. Beim Vergleich mit 
den Mengen bei normalen Kost zeigt die Oleinsaure nur geringe 
Zunahme, wihrend die Linolsiure eine etwa 10-fach und die 
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Linolensiiure eine etwa 20-fach héhere Menge ergibt. Indes sind 
die verschiedenen ungesittigten Fettsiurenmengen im Phosphatid 
von den bei normaler Kost kaum verschieden. Die Linol- und 
Linolensiiure weisen bei normaler Kost, wie schon erwahunt wurde, 
im Phosphatid eine viel hdhere Menge als im Fett auf. Jedoch ist 
hier die Menge der Linols’ure im Fett mit der im Phosphatid 
beinahe gleich, und die Linolens’uremenge im Fett ist im Vergleich 
mit der im Phosphatid 5-fach héher. Das beruht darauf, dass 
wegen der Fiitterung mit dem an Linol- und Linolenséure reichen 
Leindl das Gewebefett stark beeinflusst wurde. Auch in solchem 
Falle wird das Phosphatid im Vergleich mit dem Fett verhaltnis- 
miassig wenig beeinflusst. Dieses Verhaltnis wird noch verstand- 
licher, wenn man Tabelle XII betrachtet. 


TABELLE XII. 


Olein- Linolsiure Linolensiure Arachidonsiure 
siiure 
Gewebe| Fettsubst. a pioda hi Pie iy deer 
osphatid osphati osphati 
To Te Fett 7o Fett % Fett 
z Fett 81,02 | 14,60 ofa 3,92 eo 0,46 6 
eber. | pnosphatia| 71,16 | 23,60 Pl 954 j 2,70 
Fett 86,45 7,59 ¥ 5,76 ts 0,21 56 
Muskel +) osphatid| 69,92 | 29.40 - 3,38 ; 4,30 


Tabelle XII zeigt den prozentualen Wert der verschiedenen 
ungesdttigten Fettsiuren gegeniiber der gesamten ungesittigten 
Fettsauremenge im Fett und Phosphatid. Hieraus geht hervor, 
dass die Fett-Linolsaure in der Leber, welche den normalen Wert 
von 1,77% zeigt, 14,60% ergibt also etwa 8-fach hdher als der 
normale Wert ist, und die Fett-Linolenséure, den normalen Wert 
von 0,56% zeigend, 3,92% ergibt und etwa 7-fach hoher ist. Die 
Phosphatid-Linolséure der Leber, welche den normalen Wert von 
9,42% zeigt, ergibt 23.60% und ist etwa 2,5-fach hdher als der 
normale Wert. Hiernach wird bei Leinélfiitterung das Fett und 
Phosphatid in der Leber beeinfiusst, besonders ist der Hinfluss auf 
das erstere gross. 
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Die Fett-Linolsiure im Muskel ergibt 7,59% und ist im Ver- 
gleich mit dem normalen Wert 3-fach héher. Die Fett-Linolen- 
saure ergibt 5,76% und ist 5-fach héher als der normale Wert. 
Die Phosphatid-Linolsiure ergibt 224% und die Linolensiure 
3,387%, sie sind im Vergleich mit dem normalen Wert nur wenig 
hoher. Diese Ergebnisse zeigen ebenfalls, dass dev Einfluss der 
Leindldiat auf das Muskelfett erésser als der auf das Muskel- 
phosphatid ist. 


4. Versuche an Tauben, die mit Kokosol gefiittert wurden. 


1) Bestimmungsergebnisse bei der Leber. 

Die Fett-Bromfettsiuremenge besteht aus Dibromfettsiure 
4,93%, Tetrabromfettsiure 0,117%, Hexabromfettsaiure 0,028% und 
Octabromfettsiure 0,030%. Die Phosphatid-Bromfettsiuremenge 
ergibt an Dibromfettsdure 6,08%, Tetrabromfettsdure 0,345%, 
Hexabromfettsaure 0,154% und Octabromfettsdure 0,251%. 

2) Bestimmungsergebnisse beim Muskel. Die Fett-Bromfett- 
séuremenge besteht aus Dibromfettsiure 2,32%, Tetrabromfettsiure 
0,070%, Hexabromfetisiure 0,018% und Octabromfettsaiure 0,017 %. 
Die Menge der Phosphatid-Bromfettsdure ergibt an Dibromfettsaure 
2,63%, Tetrabromfettsdure 0,312%, Hexabromfettsdure 0,078 % und 
Octabromfettsdure 0,154%. 


TABELLE XIII. 


Dibrom- | Tetrabrom-| Hexabrom- | Octabrom:- 
Fettsubst. Material fettsaure fettsaure fettsiure fettsiure 
in % in % in % in % 
Gewebe 4,932 0,117 0,028 9,030 
Leberfett Sates ee a £ 
SF S. 96,55 2,95 0,58 0,58 
Leber- Gewebe 6,081 0,345 0,154 0,251 
j t. 2 2 
phosphatid ets. t V89431 4,86 2529 3,46 
Gewebe 2,323 0,070 0,018 0,007 
Muskelfett ati are 
KG eGo 8. 95,72 2,77 0,76 0,74 
Muskel.. |. . Gewebe 2,637 "| 0,312 | . 0,078 0,154 
phosphatid | gesamt 86,525 6,22 2,46 4,78 


i 
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3) Die obigen Ergebnisse urid die Prozente der verschiedenen 
Bromfettsitremengen gegentiber der gesamten Bromfettsituremenge 
sind in Tabelle XIII aufeeftihrt. 

4) Wenn man die verschiedenen ungesadttigten Fettsdure- 
mengen nach den Ergebnissen in Tabelle XII errechnet, so erhalt 
man die in Tabelle XIV und XV wiedergegebenen Zahlen. 


TABELLE XIV. 


Olein- Linolsaitre Linolensaiure Arachidonsaure 
siure 
Gewebe| Fettsubst. rap ea vir 
osphatid osphatid osphatid 
% % Fett %e Fett %o Fett 
Fett 8,15 | 0,055 0,0105 0;0100 
Leber |Phosphatid} 3,89 | 0,162 38,0 0,0566 5,4 0,9815 8,1 
gesamt. 7,04 |0,217 0,0671 0,0915 
Fett 1,48 | 0,033 0,0672 0,0056 
Muskel | Phosphatid} 1,68 | 0,146 4,4 0,0289 0,4 0,0493 9 
gesamt. 3,16 | 0,179 : 0,0961 0,0549 
TABELLE XV. 
Olein- Li ee Se hed , - 
sitneg inolsaure Linolensaure Arachidonsaure 
Gewebe| Fettsubst. oa 
osphatid Phosphatid Phosphatid 
% % Fett Zo Fett % Fett 
Fett | 97,63 | 1,68 | 0,895 2,97 
Leber |. ae 2,0 4 , 0,6 
Phosphatid| 93,31 | 3,32 1,530 1,86 
Fett 97,12 | 2,06 0,443 0,38 
Muskel Cots 2,3 ec 3,4 7,0 
Phosphatid| 91,16 | 4,82 1,500 2,06 | 


Nach den Ergebnissen in Tabelle XIV zeigt die Menge der im 
Fett der Leber vorhandenen Oleinsdiure 3,15%, die der Linolsiure 
0,055%, die der Linolensdure 0,010% und die der Arachidonsaure 
0,010%. Wenn man sie mit denjenigen bei normaler Kost ver- 
gleicht, so ergibt sich, dass die Menge dé Oleins&tire tnd Linolsiure 
etwa 3-fach und die der Linolen- und Arachidonsitire etwa 2-fach 
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grosser als bei normaler Kost ist. Die Menge der Oleinsaiure im 
Phosphatid betragt 3,89%, die der Linolsiure 0,162%, die der 
Linolensaéure 0,056% und die der Arachidonsiiure 0,085%. Im 
Vergleich mit der Menge bei normaler Kost ist die Menge der 
Oleinsdure etwa 3-fach héher, wahrend die iibrigen Fettsiure- 
mengen im Vergleich mit denen bei normalen Kost keinen grossen 
_Unterschied erkennen lassen. 

Diese Ergebnisse zeigen die bemerkenswerte Tatsache, dass auch 
bei Fiitterung mit Kokosél, welches aus gesittigter Fettsiiure 
besteht, die ungesittigte Fettsiure des Leber-Fettes und die Olein- 
saure des Leber-Phosphatides in héherer Menge vorhanden sind. 
Die Zunahme der Phosphatid-Oleinsiure wird auch daraus ersicht- 
lich, dass in Tabelle XV die Menge dieser Oleinsiure in un- 
gesattigter Phosphatidfettséure einen Wert von 93% (normaler 
Wert 85%) zeigt. 

5) Die Menge der im Fett des Muskels enthaltenen Oleinsiiure 
betragt 1,48%, die der Linolsiure 0,033%, die der Linolensiure 
0,067% und die der Arachidonsaure 0,0056%. Im Vergleich mit 
der Menge bei normaler Kost ist also kein grosser Unterschied zu 
erkennen. Die Menge der im Phosphatid enthaltenen Oleinsiure 
ergibt 1,68%, die der Linolséure 0,146%, die der Linolensaure 
0,028% und die der Arachidonsdéure 0,049%, was bedeutet, dass 
die Menge der Oleinsaiure etwa 2-fach hoher ist als die bei normaler 
Kost, wiaihrend die der iibrigen Fettsiure beinahe unverandert 
bleibt. Die Zunahme der Phosphatid-Oleinséure kann man aus 
Tabelle XIV erkennen, dort betrigt die Menge dieser Fettsdure in 
der gesamten ungesattigten Phosphatid-Fettsaure 91%, wahrend 
der normale Wert 76% zeigt. 

6) Durch die obigen Ergebnissen wurde nachgewiesen, dass 
die ungesattigte Fettsiuremenge im Fett und Phosphatid im Tier- 
kérper bei Fiitterung mit dem aus gesittigten Fettsdiure bestehenden 
Kokosél zunimmt. Besonders in der Leber nimmt die Oleinsaure 
des Fettes und Phosphatids an Menge bedeutend zu, und auch im 
Muskel erfahrt die Phosphatid-Oleinséure eine betrachtliche 
Zunahme. 

Longenecker (1939) fand bei der Fiitterung von Ratten mit 
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einer Kokosol reichlich enthaltenden Diat, dass in Depotfett der 
Ratte C14-- und O,5--ungesattigte Fettsaure enthalten sind. Daraus 
kann man erkennen, dass die Laurin- und Myristinséure in un- 
vesittigte Fettsiuren umgewandelt wurden. 

In der vorliegenden Untersuchung wurde die Zunahme der 
Fraktion der Oleinsiure wahrgenommen, was auf die Bildung der 
Cy4-- und Cys-ungesittigten Fettsiure zurtickzufthren sei. 


ScHLUSS. 


1) Was die Menge der verschiedenen ungesattigten Fett- 
sauren, welche das Fett der mit normalen Didt geftitterten Tauben 
aufbauen, anbetrifft, so betragt in der Leber die Oleinséure 1,045%, 
Linolsdure 0,016%, die Linolensaure 0,0055% und die Arachidon- 
saure 0,0039%. 

Die Menge der das Phosphatid aufbauenden ungesattigten 
Fettsiuren betraégt in der Leber bei Oleinsdure 1,320%, bei Linol- 
sdure 0,146%, bei Linolenséure 0,042% und bei Arachidonsaure 
0,0364%. 

Die Menge der das Fett aufbauenden ungesadttigten Fettséuren 
belauft sich in Muskeln bei Olemsaure auf 1,000%, bei Linolsdure 
auf 0,0248%, bei Linolensdure auf 0,0095% und bei Arachidonsaure 
auf 0,0051%. 

Die Menge der das Phosphatid aufbauenden ungesiattieten 
Fettsauren ist in Muskeln bei Oleinséure 0,943%, bei Linolsdaure 
0,208 %, bei Linolensaure 0,0344% und bei Arachidonsaure 0,0505%.. 

Aus obigen Ergebnissen geht hervor, dass in der Leber die 
Oleinsdure im Fett und Phosphatid in etwa gleicher Menge enthalten 
ist, wahrend die tibrigen ungesdttigten Fettsauren viel reichlicher 
im Phosphatid enthalten sind als im Fett, so ist der Gehalt der 
Linolsaure im Phosphatid etwa 9-fach, der der Linolensdure etwa 
8-fach und der der Arachidonséure etwa 9-fach im Vergleich mit 
dem im Fett. 

Auch in Muskeln ist die Oleinséure fast in gleicher Menge im 
Fett und Phosphatid enthalten, aber die tibrigen Fettsiuren sind 
ebenso reichlicher im Phosphatid enthalten als im Fett; so ist die 
Linolsaure im Phosphatid in etwa 8-facher, die Linolensiure’in etwa 
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4-facher und die Arachidonsaure in etwa 10-facher Menge im Ver- 
gleich mit ihrem Gehalt im Fett enthalten. 

II) Der Gehalt der das Fett und Phosphatid aufbauenden 
ungesattigten Fettsduren in Leber und Muskeln der Tauben, welche 
mit Olivendldidt gefiittert wurden, ist gleich dem bei normalen 
Diat. 

IIT) Bei den mit Leindldiadt gefiitterten Tauben nimmt der 
Gehalt der Linol- und Linolenséure im Leber- und Muskelfett in 
hohem Masse zu. Diese Zunahme ist viel grésser als die der beiden 
Fettsauren im Leber- und Muskelphosphatid. Diese Erscheinung 
ist durch den Hinfiuss der Leinoldiat, welche die beiden Fettsiuren 
reichlich enthalt, bedingt. Daher kann man sagen, dass das 
Gewebefett durch Fettdiaét viel stairker beeinflusst wird als das 
Gewebephosphatid. 

IV) Bei den mit Kokosdldiat geftitterten Tauben nimmt die 
Menge der Oleinsdure in Leberfett und -Phosphatid sowie im 
Muskelphosphatid in hoherem Masse zu als bei der normalen Diat. 
Dies spricht dafiir, dass im Tierkorper die gesattigte Fettséure in 
die ungesadttigte umgewandelt werden kann. 


Zum Schluss spreche ich Herrn Prof. Dr. Y. Sueyoshi fir 
seine Anregung u. Anleitung bei dieser Arbeit meinen besten 
Dank aus. 
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DIE MIKROBESTIMMUNGSMETHODE DES 
HISTIDINS IM HARN. 


VON 


YOSHIO OYAMADA. 


- (Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. Dr. S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 11. Mirz 1942.) 


Erhitzt man eine wassrige Losung des Histidins oder seiner 
Salze, die vorher mit ein wenig tiberschiissigem Bromwasser gerade 
bis zum Bestehenbleiben der Gelbfarbung versetzt worden ist, so 
farbt sie sich allmahlich dunkel weinrot, um schliesslich sechwarze 
Niederschlage abzuscheiden, die die Loésung schmutzig triiben. 
Dies ist die originelle Histidinreaktion von Knoop (1908). 
Hunter (1922) konnte durch vorherige Chloroformextraktion des 
iiberschiissigen Broms die Empfindlichkeit der Knoopschen Reak- 
tion um das Zehnfache steigern. Er hat dabei auch beobachtet, 
dass die bromierte Histidinlésung, falls sie mit Ammoniak schwach 
alkalisch gemacht und erhitzt wird, schnell eine tiefviolette Farbung 
annimmt. Diesen Befund im Betracht ziehend hat Kapeller- 
Adler (1933) die Bedingungen der Bromreaktion festgelegt und 
eine neue Histidinbestimmungsmethode ausgearbeitet. Da sie aber 
bei der Ausfitihrung dieser Methodik mit Harn einen storenden, 
Einfluss von Harnphosphat bemerkt hat, so hat sie den Harn 
zunachst dureh gesattigte Barytlosung von Phosphat befreit. Nach 
Einengen der Lésung wurde das Histidin mit Hopkinschem Reagenz 
in alkoholisch-4therischem Medium gefallt, in Salzsaure gelost, durch 
Schwefelwasserstoff entquecksilbert und dann _ kolorimetrisch 
gemessen. Sera (1939) hat dem Harn Barytlésung zugesetzt, um 
das Phosphat zu entfernen und hat dann mit verdiinnter Schwefel- 
sitrre und Tierkohle iiberschtissiges Barium sowie Harnfarbstoffe 
beseitigt. Er hat atisserdem sinnige Erfindungen fiir die Histidin- 
bestimmung gemaclit. Das iiberschiissige Brom wurde namlich 
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mittels Ammoniumrhodanid reduziert, die Aziditaét der farblosen 
Liésung durch Ammoniumazetat zu Pu 5 gemassigt, die Losung 7 
Minuten auf 50° erwirmt und bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen, um die violettrote Verfarbung zu Ende zu fiihren. Nach 
ihm ist der betreffende Farbstoff durch Amylalkohol extrahierbar, 
so dass dieser Auszug ohne Beeintrichtigung durch die von Tyrosin 
u. a. herriihrenden Farbstoffe zur Kolorimetrie angewendet werden 
kann. Niendorf (1939) hat zur Adsorption des Haruhistidins 
eine mit Schwefelwasserstoff inaktivierte Knochenkohle gebraucht, 
das Histidin mittels etwa 30% Hssigsiure eluiert und das Eluat 
eingeenet, um es zur kolorimetrischen Bestimmung nach der 
Methode von Kappeler-Adler zu verwenden. Langley (1941) 
hat zur Beseitigunge der Harnfarbstoffe den mit Schwefelsaure 
eesduerten Harn mit Kaliumpermanganat und mit elmer durch 
Sadure ausgewaschenen aktiven Kohle behandelt, zum Bromieren 
des so entfarbten Harns Brom-Tetrachlorkohlenstofflosung ge- 
braucht und die bromierte Lésung mit Natriumacetat auf Pu 4,6 
gebracht, um dann auf 100° zu erhitzen. Aus dem hiesigen Institut 
hat Kurihara (1939) eine kolorimetrische Mikrobestimmungs- 
methode des Histidins mitgeteilt. Das dadurch messbare Histidin 
konnte dann von Sakaguchi (1940) in 86% Ausbeute als Difla- 
vianat aus dem normalen Menschenharn isoliert werden. Es war 
die /-Form. Die im Harn als Histidin kolorimetrisch gemessene 
Substanz konnte ausserdem durch Leberhistidase vollstandig. 
abgebaut werden. Racker (1941) hat kiirzlich beobachtet, dass 
sich die Harnsubstanz in der nach dem Silber-Baryt-Verfahreu 
gewonnenen Histidinfraktion gegen Leberferment sowie Bact. coli 
in ganz gleicher Weise wie /-Histidin verhalt, und damit die Angabe 
von Sakaguchi bestatiet. 

Beim Fortfiihren der Kuriharaschen Methodik zur Messung des 
Harnhistidingehaltes hat Verfasser aber zuweilen beobachtet, dass 
die dem Histidin eigentiimliche Blaufarbung der zu kolorimetrie- 
renden alkalischen Lisung, obwohl in geringem Grade, doch deut- 
lich rotlich mischgefarbt vorkam. Um diese unangenehme Er- 
seheinung vollstandig auszuschalten, hat Verfasser unter Leitung 
von Prof. Akamatsu die Verbessertung der Methodik von Kuri- 
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hara unternommen. Die Methodik konnte an sich ausserdem durch 
Vertiefung der blauen Verfarbung der alkalischen Lésung ver- 
feinert und weiter durch Verwendung des Pulfrichphotometers die 
genaue Bestimmung einer minimalen Histidinmenge noch méglich 
gemacht werden. 

Kurihara verfuhr folgenderweise: Die durch Trichloressig- 
saurezusatz angesduerte Histidinlésung wird bromiert, von tiber- 
schiissigem Brom durch Chloroformextraktion befreit, dann mit 
Kssigséure-ammoniumazetat zu Pu 5 gepuffert und nach Zyanid- 
zusatz bei Zimmertemperatur 25-30 Minuten stehen gelassen. Die 
dabei sich rosaviolett verfirbende Losung wird mit Kalilauge stark 
alkalisch gemacht, um die dadurch in schénes Blau umgeschlagene 
Farbe zur Kolorimetrie zu gebrauchen. Verfass. hat bei griind- 
licher Nachpriifung des Kuriharaschen Verfahrens zuerst zur 
Verfeinerung der Bromreaktion als vorteilhaft erkannt, die zu 
bromierende Histidinldsung mit Salzsaure, Schwefelsiure noch 
zweckmassiger mit Phosphorsiure anstatt mit Trichloressigsiure 
anzusauern. Falls Phosphorséuren verwendet wird, ist es ausserdem 
unnotig, das Chloroform, das zum Entfernen der tiberschiissigen 
Broms gebraucht wird, vorher mit Trichloressigséure zu versetzen. 
Die Histidinldsung zur Herstellung der Vergleichslésung fiir die 
Kolorimetrie mittels des Dubosqueschen Apparats wird demgemiiss 
wie folgend bereitet: 1,0cem M/40 Histidinmonochlorid wird in 
einen 25 cem Messkolben einpipettiert und 1/10 Phosphorsaure bis 
zur Marklinie zugefillt. Die Konzentration des Histidins ist also 
M/1000. Der Histidingehalt in 5ccem dieser Losung ist im Ver- 
gleich mit dem in -1ecm M/160 Histidin-Trichloressigsdiurelésung 
bei Kurihara ein wenig geringer, aber die blaue Verfarbung 
vertieft sich auf das Anderthalbfache. Dann hat Verfasser das 
Entfernen der chromogenen Substanzen, die das Ausftthren der 
Histidinbestimmung im Harn storen, aufs neue in verschiedener 
Weise probiert. Wir haben friiher den Harn zuerst mit alkalischem 
Phosphat und aktiver Kohle, die mit Salzsdure ausgewaschen worden 
war, behandelt, um das Entfarben und das Entfernen der Hrd- 
alkalimetalle gleichzeitig auszufiihren. Das im Filtrat vorhandene 
Histidin wurde dann mit Hinsbergschem Reagenz und Borax 
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eefallt, das abzentrifugierte Quecksilbersalz in Trichloressigsaure 
eelést, durch Einwerfen eines Kérnchens Natriumsulfid entqueck- 
silbert und die abfiltrierte wasserklare Lésung dann zum Bromieren 
gebraucht. Dieses Verfahren hatte aber den Nachteil, dass die 
Entfernung der chromogenen Harnsubstanzen ab und zu nicht 
vollstindig war, obwohl die kolorimetrische Bestimmung dadurch 
nicht stark beeintrachtigt wurde. Das neue Verfahren wurde aus 
folgender Erwagung ausgefiihrt. Die Harnfarbstoffe, besonders die 
chromogenen Substanzen kénnen in saurer Reaktion durch Queck- 
silber gefallt werden. Vorherige Entfernung des Harnkalziums 
ist fiir die nachherige Kolorimetrie in alkalischer Reaktion sehr 
zweckmissig. Daher hat der Verfasser bei der Entfernung der 
chromogenen Substanzen in saurer Reaktion die gleichzeitige Be- 
seitigung des Kalziums durch Oxalatzusatz ausgeftihrt. Die Zeit 
bis zur flockigen Ausfallung des Histidinquecksilbersalzes durch das 
Hinsbergsche Reagenz wird beim Gebrauch des Natriumkarbonat- 
bikarbonatgemisches anstatt der Boraxlosung stark verkiirzt. 
Ausserdem wurde, wie unten angegeben, eine kleine Verbesserung 
in einigen Punkten gemacht. Das Harnhistidin konnte nun kolori- 
metrisch genau gemessen werden. Bei Verwendung des Pulfrich- 
photometers wurde der Messbereich des Histidins stark verbreitert 
und das dem Harn zugesetze Histidin von sehr kleinen Mengen 
konnte auch quantitativ wiedergefunden werden. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 
1. Kolorimetrische Histidinbestimmung. 
Erforderliche Lésungen : 
1) M/10 Phosphorsaure. 
2) Chloroform-Bromlésung: 5 cem Brom+95 cem Chloroform. 
3) Chloroform. 
4) 0,6 g/dl Kaliumeyanid. 
5) Glycerin: 2 Teile Glycerin werden mit 1 Teil Wasser gemischt. 
6) Alkali-Cyanlisung: 100 cem 65g/dl KOH werden mit 2g KCN 
versetzt, 
7) Essigséure-Ammoniumacetat-Gemisch ; 22 cem Hisessie werden 


8) 


A) 
1) 


2) 


3) 


B) 


1) 
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unter Hiskiihlung mit etwa 11 ecm konzentriertem Ammoniak 
versetzt, bis das Gemisch gegen Bromkresolgriinpapier Pu 
von 4,6 zeigt, und mit Wasser auf 40 ecm verdiinnt. 

Standardlosung: 1,0 cem M/40 Histidin-monochlorid wird mit 
M/10 Phosphorsaure bis zu 25,0 cem verdiinnt. 5 cem dieser 
Lésung enthalten 0,78 mg Histidin. 


Erforderliche Apparate : 

Dubosque-Kolorimeter. 

10 cem Messzylinder mit Glasstépsel. 

Kleine Scheidentrichter von ungefaéhr 15 cem Inhalt mit Glas- 
stopsel. 

25 cem Messkolben. 


Ausfiihrung : 

Allgemeines Verfahren und Herstellung der Vergleichslésung. 

Bromierung: 7—8ccem Standardlésung werden in Scheiden- 
trichter genommen, mit 0,5 cem Bromchloroform versetzt, ein 
paar Sekunden stark geschiittelt und ca. 10 Minuten bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Die gelblich gefarbte 
wassrige Schicht wird durch 2 maliges Ausschiitteln mit je 
3cem Chloroform vom Brom befreit und durch trocknes 
Papier filtriert. 

Farbenentwicklung: 5,0 ¢em Filtrat werden in 10 cem Mess- 
zylinder einpipettiert, mit 1eem Essigséure- Ammoniun- 
acetat-Lésung gemischt, dann wird mit 0,6 g/dl Cyanidlosung 
bis zur 7 cem Marklinie aufgefiillt, wieder gut gemischt und 
bei Zimmertemperatur 25 Minuten stehen gelassen. Die 
Losung farbt sich violettrot. 

Alkalisierung: Der Inhalt des Messzylinders wird mit ver- 
diinntem Glycerin auf 8,5cem Marklinie gefiillt, gut ge- 
mischt, dann mit Cyanid-Kalilauge auf 10,0 ecm gefitillt und 
wieder gut gemischt, Die violettrote Farbe der Losung 
schlagt bei dieser Alkalisierung in schoOnes Blau um. 

Bestimmung des Harnhistidins. 


Erforderliche Reagenzien : 
Indikatoren: a) 0,01% Methylorange in Wasser. 


48 Y. Oyamada: 


b) 1 g/dl Phenolphthalein in Alkohol. 

2) 10% Kaliumoxalat. 

3) 5N Salzsaure. 

4) Gesattigte Sublimatlosung. 

5) <Aktive Kohle. 

6) Natriumehlorid. 

7) Quecksilberlésung von Hinsberg: 150 cem gesattigte Sublimat- 
lésung werden mit 70¢ krystallisiertem Natriumazetat und 
10 ¢ Natriumehlorid versetzt. 

8) Bikarbonat-Karbonat-Gemisch : 100cem 6% Natriumbikarbonat 
werden mit 10 g Natriumkarbonat versetzt. 

9) 10% Kochsalzlosung. 

10) 25 ¢/dl Natriumsulfid. 

11) 2M Salzsaure. 


Ausfiihruneg : 
20 cem Harn werden im Messzylinder mit 1 Tropfen Methylorange 
und 1cem Oxalatlésung versetzt, mit 5N Salzséure gegen den 
Indikator deutlich sauer gemacht, mit 1 cem gesattigter Sublimat- 
losung versetzt, mit Wasser bis zu 25cem aufgefiillt, mit 0,2 ¢ 
aktiver Kohle gut gemischt und filtriert. 10cem des wasserklaren 
Filtrats werden im graduierten Zentrifugenrohr mit 1g Kochsalz, 
1 cem Hinsberg-Reagenz und 1 Tropfen Phenolphthalein gemischt 
und mit Bikarbonat-Karbonat alkalisch gemacht, bis sich die Lésung 
deutlich rétlich verfarbt. Nach einigen Minuten wird der flockige 
Niederschlag durch Zentrifugieren gesammelt, mit etwa 5 cem 10% 
Kochsalzlosung umgertihrt und nochmals zentrifugiert. Der Boden- 
satz wird in 4-5 eem M/10 Phosphorsaure gelést, darin zuerst unter 
Tropfenzahlung Natriumsulfidlésung, bis das nun sehwiarzlich 
gewordene Gemisch deutlich nach Schwefelwasserstoff riecht, und 
dann dieselben Tropfen 2N Salzsiure zugesetzt, mit 17/10 Phosphor- 
saure bis zur 10 cem Marklinie gefiillt und durch trocknes Filtrier- 
* papier filtriert. 5cem dieses klaren farblosen Filtrates entspricht 
4cem Harn. 7-8cem Filtrat werden in einen kleinen Scheiden- 
trichter genommen und in oben erwahnter Weise bromiert, ent- 
bromiert, filtriert und weiter in ganz gleicher Weise wie bei der 
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Standardlosunge behandelt. 

¢) Berechnung: Da das. kolorimetrisch gemessene Histidin sich 
auf 4 cem Harn bezieht, wird der %-Gehalt des Harnhistidins 
daraus berechnet. 

d) Ergebnis: Verwendet wurde Harn der Kollegen im hiesigen 
Institut. Ausser der Bestimmung des Histidingehalts wurde 
bei jedem Harn die quantitative Analyse des zugesetzten 
Histidins ausgefiihrt. 20cem Harn wurden nimlich in Mess- 
zylinder mit 1cem M/40 Histidin, daher 19,39 mg Histidin 
auf 100 cem Harn, zugesetzt und die Beseitigung der chromo- 
genen Harnsubstanzen u.s.w. wurden in oben erwihnter 
Weise ausgefiihrt. 


TABELLE I. 
\ Bistiain Histidin fiir 100 eem umgerechnet 
= escapee: Sea cow ne wiedergefundenes 
Poach ee Harn allein Harn + Histidin Histidin 
A 17,28 mg 36,36 mg 19,08 mg 98,4% 
B 12,98 » 32,30 » 19,32 99,5 » 
C 15,91: 35,29 » 19,38 » 100,0 » 
iD spur 19,42 » 19,42 » 100,1 » 
H 19,52 » 39,90 » 19,03 » 100,0 » 
F 6.82. » 25,85 » 19,03 » 98,2» 
G 8,86» 28,08 » 19,22 » 99,2» 


2. Photometrische Histidinbestimmung. 


Die Kolorimetrie mit Dubosqueschem Apparat ist wohl fur den 
praktischen Zweck schon an sich hinreichend. Der fermentative 
Histidinabbau kann nach Kurihara (1959) dureh Histidin- 
bestimmung im ‘Trichloressigsdurefiltrat gemessen werden. Die 
Ausscheidung des Histidins im Harn kann nun durch vorliegendes 
neues Verfahren genau bestimmt werden. Es mag jedoch vor- 
kommen, dass die genaue Bestimmung einer sehr geringen Histidin- 
menge gewiinscht wird. Verfasser hat daher noch eine photo- 
metrische Bestimmung ausgefiihrt.. Der Apparat war das Pulfrich- 
Photometer,. Die Extinktionskurve der alkalischen blauen Losung, 
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Extinktionskurve des M/1000 Histidins. 
Schichtdicke der Kiivette 10 mm. 


die von 5 cem bromierter M/1000 Histidin-Phosphorsaureloésung wie 
in oben erwahnter Weise hergestellt wurde, wird in Fig.1 angegeben. 
Die maximale Extinktion findet sich in der Nahe der 600 mu Wellen- 
lange. Fur die Photometrie ist nach der Erfahrung des Verfassers 
der Filter 8S 57 vorteilhafter als S 61. Unter Verwendung des § 57 
wurde das Extinktion-Konzentration- Verhaltnis (Tabelle II und 
Fig. 2) gemessen. M/200 Histidinlésung in M/10 Phosphorsaure 


TABELLE II. 

Histidin E Histidin HE 
77,54 mg/dl 2,558 7,75 mg/dl 0,258 
Bree Myf 2) 1,280 silyie A) 0,172 
2o;Somn? 0,858 3,88 » 0,129 
19,39 » 0,645 2.58) a> 0,086 
15,51 » 0,516 1,94 0,065 
11,08 » 0,371 
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wurde auf verschiedene Weise mit 1/10 Phosphorséure verdiinnt. 
Jede Losung wurde direkt bromiert und 5 cem Filtrat zur weiteren 
Farbenreaktion gebraucht. Innerhalb des Konzentrationsbereiches 
M/8000(1,94 mg/dl) bis M/200(77,54 mg/dl) waren die erhaltenen 
Extinktionen den Histidinmengen praktisch genau proportional. 
Man kann also aus dem bemessenen Extinktionskoeffizienten den 
Histidingehalt in folgender Weise berechnen. 30,0 Extinktions- 
koeffizient=mg/dl Histidingehalt. Um zu priifen, ob die Be- 
seitigung der Harnfarbstoffe nach dem Verfahren des Verfassers 
ohne Histidinverlust ausfiihrbar ist, wurde der Histidingehalt 


SUE 


Sea. 0 ong af 0 so «60 70 80 
ag — > Histidin mg/d] 
Fig. 2. 
Extinktionskoeffizient-Konzentration-Kurve des Histidins. 
Filter S 57, Schichtdicke der Kiivette 10 mm. 
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normalen Mannerharns nochmals und zwar 1) ohne Histidimzusatz 
und 2) nach Zusatz verschiedener, aber bekannter Histidinmengen 
photometrisch gemessen. Da 5 cem einer bromierten Harnhistidin- 
ldsung wie oben erwahnt 4eem Harn entsprechen, errechnet man 
das Harnhistidin in foleender Weise: 30,0 Extinktionskoeffizient 
x5/4=me/dl Harnhistidin. Bei dem Zusatzversuch wurden 20cem 
Harn vor der Beseitigung der Harnfarbstoffe mit leem M/20- 
M/100 Histidinlésung gemischt. In Tabelle III wird der Histidin- 
gehalt fiir 20cem Harn umegerechnet, um die vorher zugesetzte 
Histidinmenge und die wiedergefundene Menge klar ersichtlich 
nebeneinander anzugeben. Die Bestimmung verlief ganz quanti- 
tativ. 


TABELLE III. 


> Sx oHistidinlt «2 seh poems ee vorher wieder- 
Parate Harn mgesetztem | “SE |e atistiain 
Harn 

: Qi mg/dl) 5,63 mz | (1 em M140) 3,88 mg 
2 Jasae”» | 499 > | aeematyeoy | LO » 
5 ase?” » ) 584” | (1 eem M/50) cad 
. ace teers ) 4,31 » ec ton 158 » 
y asses” » yf 1085 > | gyre) 7,76 » 
e 73 “on ) cia (i com M,/200) eo 
: user od MER ES (a ecm M/50) a 
: 388” » ) | 987 » (1 cem M/40) 385 * 
(27°38 cos a het (1 em M/100) - ee 
a cai oer at oe Cite WEN 1,91 » 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


Die kolorimetrische. Histidin-Bestinmung von Kurihara 
(1939) wurde verbessert. Die hauptsichlichen Veriinderungen 
waren folgende: 

1) Beseitigung der Harnfarbstoffe durch Sublimat sowie die 
des Kalziums als Oxalat wurden in saurer Reaktion ausgefiihrt. 

2) Flockige Ausscheidung des Histidin-Quecksilbersalzes in 
alkalischer Reaktion konnte durch Bikarbonat-Karbonatgemisch 
statt Boraxlosung stark beschleuniet werden. 

3) Bromierung des Histidins in M/10 Phosphorsiure statt in 
verdunnter Trichloressigsaéure verursachte starke Vertiefung der 
endlichen blauen Verfirbung der bromierten Histidinlésung in 
alkalischer Reaktion. 

Nach diesem Verfahren konnte das Harnhistidin kolorimetrisch 
sowie photometrisch genau bestimmt werden. 

Diese Untersuchungen wurden unter Leitung von Prof. Aka- 
matsu mit der finanziellen Unterstiitzunge ausgefiihrt, die dem 
Herrn Professor Akamatsu vom japanischen Unterrichtsminis- 
terium fiir wissenschaftliche Forschung zur Verfiigung gestellt 
wurde. 
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UBER DEN BILDUNGSMECHANISMUS DER 
CHENODESOXYCHOLSAURE IM ORGANISMUS. 


IV. Uber das Schicksal der 3-Oxy-A‘-Cholensdure im 
Kaninchen- und Meerschweinchenorganismus. 


Von 


= YOSIMI KATAOKA, 


(Aus dem Biochemischen Institut zw Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 14. Marz 1942.) 


In den vorigen Mitteilungen habe ich berichtet, dass im Leber- 
schnitt von Meerschweinchen u. Kréten (Y. Kataoka 1941) und 
Meerschwein u. Huhn (Y. Kataoka 1941) die Chenodesoxychol- 
sféure Uber 3-Oxy-7-ketocholanséure in Dehydrochenodesoxychol- 
saure oxydiert, aber die Dehydrochenodesoxycholsidure in ihnen iiber 
3-Oxy-7-ketocholansaure in Chenodesoxycholséure reduziert wird 
und dass im Kroétenorganismus (Y. Kataoka 1941) die verabreichte 
Chenodesoxycholsaure in 3-Oxy-7-ketocholanséiure oxydiert und in 
Harn und Galle ausgeschieden wird. Diese Tatsache zeigt, dass 
bei der Bildung der Chenodesoxycholsiure aus Cholséure im 
Organismus erst die Reduktodehydrocholsaure, dann 3-Oxy-7-keto- 
cholanséure und endlich die Dehydrochenodesoxycholsdure gebildet 
wird, um diese Diketosiure weiter tiber 3-Oxy-7-ketocholansdure in 
Chenodesoxycholséure verwandeln zu konnen. 

Einerseits um dies zu bestatigen und andererseits um die 
Bildung der sekundaren Alkoholgruppe im B-Ring des Sterin- 
molekiils zu beobachten, wenn die Gallenséiure aus Sterinen gebildet 
wird, wurde hier ein Modellversuch vorgenommen und das Schicksal 
der 3-Oxy-A‘-cholensiure (Yamasaki u. Takahashi 1938) im 
Kaninchen- und Meerschweinchenorganismus verfolgt. 

Aus 9,2 Liter Harn von Kaninchen, denen insgesamt 6 ¢ 
3-Oxy-A‘-cholensiure (I) vom Schmelzpunkt 185° subkutan ver- 
abreicht wurden, wurden 60 mg Desoxycholsiure und einige Milli- 


55 


56 Y. Kataoka: 


eram Chenodesoxycholsaure (IV) isoliert und beide als Diformy!- 
ester identifiziert. Die verabreichte 3-Oxy-A’-cholensdure wurde 
nach Yamasaki u. Takahashi (1988) durch Hinwirkung der Salz- 
siure auf Chenodesoxycholsiure erhalten, Diese Tatsache zeigt, 
dass die im Harn von Kaninchen ausgeschiedene Chenodesoxychol- 
sdure (IV) durch Oxydation der Doppelbindung an C7;—-Cg der 
Cholensiure iiber 3-Oxy-7-ketocholansaure (II u. III) aus der 3- 
Oxy-A‘-cholenséure (1) gebildet worden ist, was wiederum zeigt, 
dass die HO-Gruppe des Gallenséiuremolekitils aus der Doppel- 
bindung im Sterinmolekiil wie z.B. aus denen des Ergosterins u. 
7-Dehydrocnolesterins gebildet werden diirfte. 

Daher stammt die hier aus dem Harn erhaltene Chenodesoxy- 
cholséure (IV) hochstwahrscheinlich von der verabreichten 3-Oxy- 
A‘-cholensaure (1), Die mit der Chenodesoxycholsaure im Harn 
ausgeschiedene Desoxycholsdure stammt aber sicher nicht von der 
3-Oxy-A‘-cholensaiure sondern von der eigentlichen Desoxycholsaure 
im Kaninchenorganismus, die in der Galle von Kaninchen gepaart 
vorkommt, wie Tukamoto (1939) bei Zufuhr von 3-Oxy-6-keto- 
eholansaure freie Desoxycholséure im Kaninehenharn nachgewiesen 
hat. 

Aus 21,61 Liter Harn von Meerschweinchen, denen 3-Oxy-A’- 
cholensaure verabreicht wurde, wurde 0,3 ¢ Chenodesoxycholsiure 
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erhalten, was ebenfalls zeigt, dass diese Sdure wohl von der ver- 
abreichten 3-Oxy-A‘-cholensiure stammt, obwohl die Chenodesoxy- 
cholsdure eigentlich in der Meerschweinchengalle enthalten ist. 


EXPERIMENTELLER T'EIn. 


1. Bevm Kaninchen. 


Die nach der Vorsehrift von Yamasaki u. Takahashi (1938) 
aus Chenodesoxycholsiure dargestellte 3-Oxy-A7-cholensiure vom 
Schmelzpunkt 185° wurde in einer Aquivalenten Menge N/10 
Natronlauge gelést und als 1%ige Natriumsalzlésung zum Versuch 
verwendet. 2-3 cem dieser Lésung wurden in die Ohrvenen von 
gesunden Kaninchen tiglich einmal verabreicht, die mit einer 
bestimmten Menge Okara aus Sojabohnen gefiittert worden waren. 
Die gesamte Menge der injizierten 3-Oxy-A‘-cholensiure betrug 5 @. 
Der angesammelte Harn belief sich auf 9,2 Liter. Dieser wurde 
mit dem elektrischen Féhn vollstandig getrocknet und mit sieden- 
dem absolutem Alkohol erschépfend extrahiert. 

Von diesem’ Extrakt wurde unter Zusatz von 300 ecm einer 
5%igen Natriumearbonatlésung der Alkohol abgedampft, die 
Losung unter Ansauerung mit verdtinnter Salzsiure mit Petrolather 
geschiittelt, um das Fett zu entfernen, die Fallung wieder in einer 
10% igen Kalilaugelésung gelést und der zuriickgebliebene Petrol- 
ather abgedampft. Diese Lésung wurde wieder unter Ansduerung 
mit verdiinnter Salzséure ausgefallt und filtriert. 

Die Fallung wurde getrocknet und in Ather digeriert und das 
Filtrat mit Ather geschiittelt. Die beiden Atherfraktionen wurden 
abeedampft, mit Petrolather digeriert und ganz getrocknet. Diese 
trockne Masse wurde in absolutem Ather digeriert. Die Behandlung 
mit Petrolither u. Ather wurde iiber zehnmal wiederholt. Der 
Riickstand wurde in 2%iger Ammoniaklésung gelést, mit einer 
5%igen Chlorbariumlésung ausgefallt und filtriert. 

Die Bariumsalzfillung wurde in Sodalésung eine Stunde lang 
auf dem Wasserbade gekocht und die Lésung unter Abkiihlung 
und Ansiuerung mit verdiinnter Salzsaure mittelst Athers geschtit- 
telt. Der Atherauszug wurde verdunsten gelassen, wobei ca. 60 mg 
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Krystalle vom Schmelzpunkt 170-180° abgeschieden wurden. 

Aus dieser itherischen Mutterlauge wurde beim Abdampfen 
eine pulverige Masse erhalten, die bei Liebermannscher Reaktion 
eine violette Farbe zeigt. Die aus Essigather umkrystallisierte 
Substanz schmilzt bei 110-130°. Die Substanz wurde mit 10 ccm 
einer 80% igen Ameisensiurelosung auf dem Wasserbade 5 Stunden 
lang gekocht. Das Reaktionsgemisch wurde im Vakuum getrocknet 
und der Riickstand aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Prachtige 
Nadeln vom Schmelzpunkt 182°. 

Der Krystall zeigt mit reiner Diformylchenodesoxycholsaure 
(Wieland u. Gustav 1924; Sihn 1938) keine Schmelzpunkt- 
depression. 

3,680 mg Subst.: 9,880 mg COs, 2,850 mg H:20. 
C26H10O06 Ber. C 69,59% H 8,99% 
Gef. » 69,52” » 8,66 ” 

Die beim Verdunsten des Athers ausscheidenden Krystalle 
wurden aus Hisessig umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzpunkt 
140°. Diese Krystalle wurden in tiblicher Weise in Diformylester 
verwandelt. Prismen vom Schmelzpunkt 193°. Keine Schmelz- 
punktdepression mit reiner Diformyldesoxycholséure (Wieland u. 
Boersch 1920). 

3,355 mg Subst.: 8,580 mg COs, 2,695 mg H:0O. 


C26H 1006 Ber. C 69,59% H 8,99% 
Gef. + 69,75 ” 2 ek) 


2. Beim Meerschweinchen. 


Den 65 gesunden Meerschweinchen wurden 23g 3-Oxy-A‘- 
cholenséure als 1%ige Natriumsalzloésung in die Bauchhdéhle ein- 
gespritzt, ihr Harn durch Katheterisierung gesammelt und die 
Gallenblasen nach Toten des Tieres herausgenommen, um die Galle 
zu sammeln. 

Der Harn. 

21,61 Liter angesammelter Harn wurden mittelst des elek- 
trischen Fohns zum Trocknen verdampft und mit absolutem 
Alkohol abermals erschépfend extrahiert. Vom Alkoholextrakt 
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wurde der Alkohol abgedampft und mit einer 5%igen Natronlauge- 
lésung 2 Stunden lang hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde unter 
Ansauerung mit verdiinnter Salzsiure mit Ather ausgeschiittelt. 
Der Atherauszug wurde nach dem Verdampfen in Petrolather 
digeriert, um ihn von Fett und Farbstoff zu befreien. Diese Be- 
handlung wurde tiber zehnmal wiederholt. Die Substanz wurde 
in 2%iger Ammoniaklosung gelést und mit einer 5%igen Barium- 
chloridlésung ausgefallt. 

Die Fallung wurde mit einer 5%igen Natriumearbonatlésung 
umgekocht und die Loésung unter Ansiuerung mit verdiinnter 
Salzsiure mit Ather ausgeschiittelt. Aus dem Atherauszug wurde 
wie vorher eine amorphe schwer krystallisierbare Masse erhalten, 
die bei Liebermannscher Reaktion eine violette Farbe zeigt und nach 
Umkrystallisieren aus Essigather bei 110-135° schmilzt. Ausbeute 
3g. 

Diese Substanz wurde in tiblicher Weise durch Kochen mit 
80%iger Ameisensdurelosung verestert. Nadeln vom Schmelzpunkt 
181°. Keine Schmelzpunktdepression mit reiner Diformylcheno- 
desoxycholséure (Wieland u. Gustav 1924, Sihn 1938). 

4,050 mg Subst.: 10,350 mg COs, 3,235 mg HO. 


C25 H 1006 Ber. C 69,59% H 8,99% 
Get. 2 6970 » 8,94” 


Die Galle. 

In der Galle von 65 Meerschweinchen wurden nur eigentliche 
Chenodesoxycholsiure und 3-Oxy-7-ketocholanséure, aber nicht 
andere Gallensduren vorgefunden. 
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UBER DEN BILDUNGSMECHANISMUS DER 
CHENODESOXYCHOLSAURE IM ORGANISMUS. 


Vv. Uber das Schicksal der 3.7-Dioxy-12-ketocholansaure 
im Kaninchenorganismus. 


VON 


YOSIMI KATAOKA, 


(Aus dem Biochemischen Institut zw Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 14. Marz 1942.) 


In den vorigen Mitteilungen (1941) wurde bereits erwahut, 
dass die Chenodesoxycholsaiure héchstwahrscheinlich erst tiber 
Reduktodehydrocholsiure (Okasaki 1941), dann itiber 3-Oxy-7- 
ketocholanséure (Imai 1937) aus Cholsaure gebildet werden diirfte 
und zwar dass die 3-Oxy-7-ketocholansdure erst in Dehydrocheno- 
desoxycholsaure oxydiert, dann wieder in 3-Oxy-7-ketocholansaure 
reduziert wird, um weiter in Chenodesoxycholsiure verwandelt 
werden zu koénnen, genau wie Reduktodehydrocholsdure erst nach 
der Bildung von Dehydrocholsaure aus Cholsaure gebildet werden 
konnte, was von Sasaki (1940) bewiesen wurde. 

Um dies weiter zu bestatigen, habe ich den Kaninchen 27g 
3,7-Dioxy-12-ketocholanséure verabreicht und aus 10,32 Liter Harn 
ea. 0,38 @ Chenodesoxycholséiure gefunden, was zeigt, dass die Bil- 
dung der Chenodesoxycholsiure aus Cholséure entweder uber 3,7- 
Dioxy-12-ketocholanséure oder erst tiber Dehydrocholsaure, dann 
weiter tiber Reduktodehydrocholsaéure und tiber 3-Oxy-7-ketocholan- 
sdure vor sich gehen diirfte. 

Es ist eine Tatsache, dass die Chenodesoxycholsdéure im Kanin- 
chenorganismus aus 3-Oxy-A‘-cholenséure sowie aus 3,7-Dioxy-12- 
ketocholansdure gebildet wird, was wohl zeigt, dass die Cheno- 
desoxycholsiure im Organismus von Cholsaéure abgeleitet werden 


kann. 
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


3,7-Dioxy-12-ketocholansiure wurde nach der Vorschrift von 
Wieland u. Kapithel (1932) bereitet. Diese Sauren wurden den 
13 gesunden Kaninchen in die Ohrvenen als 2%ige Natriumsalz- 
lésung injiziert, ihr Harn durch Katheterisierung gesammelt und 
ihre Gallenblasen nach der Injektion nach Abtoten durch Ver- 
blutung herausgenommen. Der angesammelte Harn betrug insge- 
samt 10,32 Liter und die Galle ca. 70cem. Die verabreichte 3,7- 
Dioxy-12-ketocholansaure betrug insgesamt 27 g. 


Der Harn. 

Der angesammelte Harn wurde mit dem elektrischen Fohn 
vollstiéndig getrocknet und mit absolutem Alkohol erschopfend 
einige Male extrahiert. Der Alkoholextrakt wurde durch Ab- 
dampfen vom Alkohol befreit, die Lésung von ea. 300 cem mit 
Kalilauge versetzt, bis die Losung 5% davon enthielt, und 3 Stunden 
lang erhitzt. Das Hydrolysat wurde unter Ansdéuerung mit ver- 
diinnter Salzséure ausgefallt. Die dabei abgeschiedene schwarz- 
braune Fallung wurde nach dem Trocknen erst in Petrolather, dann 
in Ather einige Male digeriert, um sie vom Fett zu befreien. 

Diese Behandlung wurde noch mehr als zehnmal wiederholt. 
Die Substanz wurde in 2%iger Ammoniaklésung geldst, mit einer 
5% igen Bariumchloridlésung versetzt und die dabei abgeschiedene 
Fallung abfiltriert. Die Fallung wurde in Natriumcarbonatlésung 
umgekocht und die Lésung unter Ansdéuerung mit verdtinnter Salz- 
siure mit Ather eeschiittelt. 

Aus dem Atherauszug wurden beim Verdunsten des Athers 
einige Krystalle erhalten, die die Desoxycholsdurefraktion aus- 
machen miissen. Aus dieser Mutterlauge wurde beim Verdampfen 
des Athers noch eine Substanz erhalten, die bei Liebermannscher 
Reaktion eine violette Farbe zeigt und nach Umkrystallisieren aus 
Kssigather bei 112-130° schmilzt. 

Die Substanz wurde in tiblicher Weise durch Kochen in 
Ameisensdure in Diformylester verwandelt, der bei 183° schmilzt. 
Keine Schmelzpunktdepression mit reiner Diformylchenodesoxy- 
cholsaure. Ausbeute 50 mg. 
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4,120 mg Subst.: 10,560 mg COs, 3,250 mg H:0. 
Cx H20s Ber. © 69,59% H 8,99% 
Gef. ” 69,90» » 8,83 » 

Die Desoxycholsiiurefraktion wurde in iiblicher Weise in 
Ameisensdurelésung gekocht und der beim Hinengen der Loésung 
erstarrte Diformylester (Wieland u. Boersch 1920) aus Alkohol 
amnkrystallisiert. Prismen vom Schmelzpunkt 193°. Keine Schmelz- 
punktdepression mit reiner Diformyldesoxycholséure. Ausbeute 
100 mg. 

4,375 mg Subst.: 11,170 mg COs, 3,515 mg H20. 
CnsEbaOe Ber. C 69,59% H 8,99% 
Gef. » 69,63 ” » 8,99 » 

Die Galle. 

In 70 cem Galle wurde ausser eigentlicher Gallensiure keine 
andere Gallensaure vorgefunden. 
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UBER DIE GALLENSAUREN VON WASSER- 
SALAMANDERN. 


I. Uber die Gallensiure und Steroide in der Galle des 
Wassersalamanders (Diemyctylus Pyrrhogaster). 


VON 


YASUYA OKASAKI. 


(Aus dem Biochemischen Institut zu Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 22, April 1942.) 


Durch eine Reihe von Untersuchungen iiber die Gallensauren 
von verschiedenen Tieren und tiber das Schicksal der verschiedenen 
Gallensduren im Tierorganismus im hiesigen Institut wurde wahr- 
scheinlich gemacht, dass die Gallenséure von 24 Kohlenstoffatomen 
in der Galle, wie z. B. Cholséure, ein Stoffwechse!produkt des als 
Nahrungsbestandteil aufgenommen Sterins bzw. des Ergosterins 
oder des Dehydrocholesterins ist. Somit wurden verschiedene als 
intermediares Stoffwechselprodukt zu betrachtende kohlenstoff- 
reichere Gallensiéuren von 26-27-28 Kohlenstoffatomen und ein 
solches Steroid von 27-28 Kohlenstoffatomen in der Galle gefunden, 
die durch Zufuhr im Organismus in gewohnliche Gallensaure von 
24 Kohlenstoffatomen verwandelt werden konnten. 

Zum Beispiel wurde einige Steroide wie Tetraoxy-norbufostan 
Co7H4s04 (Makino 1983) «-Seymnol Co7H4g0; aus Haifischgalle 
(Hammarsten 1909) und aus Akaeifischgalle (Asikari 1939) 
u. Pentaoxy-bufostan CegHs90; (Kazuno 1940) und einige 
kohlenstoffreichere Gallensdiuren wie Trioxy-bufo-sterocholensaure 
CosH4o0; (Shimizu u. Oda 1934; Shimizu u. Kazuno 1936/37) 
aus der Krétengalle gefunden. Weiter wurde von Mabuti (1941) 
g- u. $-Trioxy-bisnor-sterocholansaure CogH4405 aus der Galle von 
Rana Catesbina und von Ohta (1939) Tetraoxy-nor-sterocholan- 
sdure CozH4y,0¢ aus der ,,Gigi”’-Fischgalle vorgefunden. 

Dieses Pentaoxy-bufostan sowie die Trioxy-bufo-sterocholen- 
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siure sollen nach Iwaki (1942) im Meerschweinchenorganismus 
erst in Cholsiure, dann in Desoxycholséure tibergeftihrt und im 
Harn ausgeschieden werden. 

Um den Bildungsmechanismus der Gallenséiure von 24 Kohlen- 
stoffatomen aus den Sterinen zu erkliren, ist es zweckmassig ein 
intermediires Produkt des Sterins zu Gallenséure aus der Galle 
von verschiedenen Tieren zu gewinnen und seine chemische Kon- 
stitution festzustellen. 

In diesem Sinne habe ich die Galle von Wassersalamandern 
untersucht und aus 1,5 Liter Galle (100200 Tieren) 0,27 ¢ Chol- 
sdure, 0,2 g Desoxycholsdure und ea. 11,5 g ein der Formel Co5H4404 
entsprechendes Steroid, Tetraoxy-isohomocholan vom Schmelzpunkt 
241° und von einer spezifischen Drehung [«]$°=+26,28° gewon- 
nen, welch letzteres in der Galle als Schwefelsdéureester vorkommt 
und den Hauptbestandteil der Galle ausmacht. Daneben wurden 
noch zwei Steroide vom Schmelzpunkt 248° u. 252° in einer Aus- 
beute von je 40mg u. 80mg gewonnen. Diese Substanz vom 
Schmelzpunkt 241° zeigt anfangs keine Hammarstensche Reaktion, 
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wohl aber nach mehrmaliger Umkrystallisation, was zeigt, dass die 
Substanz vom Schmelzpunkt 241° nicht einheitlich ist und zwar 
dass ein isomeres Steroid beigemischt zu sein scheint. Es scheint 
ein Mischkrystall der beiden «- und f-Tetraoxy-isohomocholane zu 
sein. 

Durch Oxydation mit Chromsiure wird das Tetraoxy-isohomo- 
eholan (1) C25H4404 in Tetraketo-isohomocholan (IL) vom Schmelz- 
punkt 173° verwandelt, welches Tetraoxim ergibt und eine positive 
Jaffesche Reaktion zeigt, was alles zeigt, dass das neue Steroid 
vier sekundare Alkoholgruppen hat und dass sich die eine in der 
Stellung an Cz des Molekiils befindet. 

Dieses Tetraketo-isohomocholan (II) ist dureh Alkali un- 
verandert geblieben und wurde durch katalytische Hydrierung mit 
Platinoxyd und Wasserstoff reduziert, wobei unter Aufnahme von 
vier Molen Wasserstoff ein von dem urspriinglichen Tetraoxy- 
isohomocholan ganz verschiedenes Steroid vom Schmelzpunkt 231° 
gebildet wird, welches ich als «-Tetraoxy-isohomocholan (III) 
bezeichnen médchte, da das letztere eine positive Hammarstensche 
Reaktion ergibt, was also zeigt, dass die drei sekundaren Alkohol- 
eruppen sich in den Stellungen an C3, C7 und C2 befinden diirften, 
genau wie es bei der Cholsdure der Fall war. Dagegen mochte ich 
einen anderen Bestandteil des urspriinglichen Steroides als /- 
Tetraoxy-isohomocholan bezeichnen. Der Unterschied zwischen 
beiden Steroiden, a-Tetraoxy-isohomocholan (III) und /-Tetraoxy- 
isohomocholan diirfte auf der sterischen Verschiedenheit der einen 
sekundire Alkoholgruppe in der Stellung an C7 (oder Cy) beruhen. 
Da das urspriingliche Tetraoxy-isohomocholan (1) in Alkohol 
durch Digitonin nicht fallbar ist, so dtirfte sich die sekundare 
Alkoholgruppe in der Stellung an Cs des Tetraoxy-isohomocholans 
in gleicher sterischer Lage befinden, wie es bei Cholsaéure der Fall’ 
ist. 

Durch Clemmensensche Reduktion wurde das _ Tetraketo- 
isohomocholan (II) in Kohlenwasserstoff, Isohomocholan von der 
Formel Co;Hus (V) vom Schmelzpunkt 51° verwandelt. Dieses 
ist aber von dem dureh Synthese aus Cholansaure gewonnenen 
Homocholan Cso;H4, vom Schmelzpunkt 75° (Okasaki 1942) ganz 
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verschieden und bei der Mischprobe schmelzen die beiden bei 
37-40°. 

Der Unterschied zwischen beiden Steroiden beruht hochstwahr- 
scheinlich auf der Verschiedenheit der sterischen Konfiguration der 
Verkniipfung von beiden Ringen B u. C beider Steroidemolekile. 
Da das Isohomocholan (V) aus Tetraoxy-isohomocholan (1) nicht 
ein gleiches Grundskelett wie bei der Cholsiure hat und von einem 
synthetisierten Homocholan verschieden ist, mochte ich das erstere 
als Isohomocholan (V) bezeichnen. 

Das Tetraoxy-isohomocholan blieb durch Einwirkung von 
Permanganat sowie von Bleitetracetat unverandert. Bei der 
energischen Oxydation von Tetraoxy-isohomocholan-acetat mit 
Chromsaure, dann durch Hydrolyse wurde eine Saure (IV) (Rohe 
Saure schmilzt bei 210-211°) erhalten; die nach Analyse der 
Formel Co3H3s0; entspricht. Die Saure (IV) zeigt wohl eine 
positive Hammarstensche, aber keine Myliussche Reaktion und eine 
Schmelzpunktdepression mit Norcholséure Co3H3,0; (Shimizu u. 
Kazuno 1936) vom Schmelzpunkt 187°. Der Methylester der Saure 
schmilzt be1-218-220° und bei der Mischprobe mit Norcholsaure- 
methylester vom Schmelzpunkt 155° zeigt er deutliche Schmelz- 
punktdepression. Diese Sdéure mochte ich als «-Isonorcholsaure 
(IV) bezeichnen, da der Unterschied zwischen dieser Sadure (IV) 
und der Norcholséiure (Shimizu u. Kazuno 1936) hochstwahr- 
scheinlich auf der Verschiedenheit der Ringverkniipfung (vielleicht 
Bu. C) beruhen diirfte. 

Diese Tatsache zeigt, dass sich die andere sekundire Alkohol- 
eruppe des Tetraoxy-isohomocholans in der Stellung an Co; befinden 
muss. Tetraoxy-isohomocholan diirfte also  3.7.12.23-Tetraoxy- 
isohomocholan (1) sein. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


Unter 100200 Wassersalamandern, die als Versuchsmaterial 
verwendet wurden, wurden 15000 Tiere aus der Provinz Okayama, 
25000 aus der Provinz Kagawa, 8200 aus der Provinz Yamagata 
und 52000 aus der Provinz Hyogo gesammelt. 

Die Gallenblase der Wassersalamander ist reiskorngross und 
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enthalt eine gegen Lackmus alkalisch reagierende blaugriine Galle. 
Von der durch Alkohol von Mucin und mittelst Petrolither von 
fettigen Substanzen befreite Gallenfliissigkeit (1,5 Liter Galle) 
wurden die Lésungsmitteln abgedampft und zu einem Volumen 
von 1 Liter eingeengt. 

Diese Losung wurde mit Kochsalz versetzt, bis die Lésung 10% 
-davon enthalten konnte und auf diese Weise zweimal ausgesalzen. 
Die dabei abgeschiedene weisse Fallung wurde abfiltriert. Die 
Fallung wurde als Neutral- und das Filtrat als Siure-fraktion 
bearbeitet. 

I. Séurefraktion. 

Das von der ausgesalzenen Fallung getrennte Filtrat wurde 
mit 200cem Alkohol und 100¢ Kalilauge versetzt, soweit die 
Losung 10% davon enthalten konnte, und auf dem Sandbad 100 
Stunden hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde mit Wasser dreifach 
verdunnt, auf dem Wasserbade der Alkohol abgedampft und von 
der dabei abgeschiedenen gelatindsen Masse (neutrale Substanz) 
abfiltriert. 

1) Choisaure. 

Das braéunliche Filtrat wurde unter Ansduerung mit ver- 
diinnter Salzsiiure mit einer grésseren Menge von Ather ausgeschiit- 
telt und die Atherlésung nach dem Waschen mit Wasser im Zimmer 
verdunsten gelassen. Dabei schieden sich gelblich gefarbte Kry- 
stalle ab, die abfiltriert wurden. Die Krystalle wurden aus Alkohol- 
Wasser mehrmals umkrystallisiert. Oktaeder vom Schmelzpunkt 
198°. Keine Schmelzpunktdepression mit reiner Cholsdure. Das 
von Cholsdurekrystallen abgetrennte Filtrat wurde bis zum Trock- 
nen eingeengt, der Riickstand in 2%iger Ammoniaklosung gelost 
und mit einer 5%igen Bariumchloridlésung versetzt. Die dabei 
abgeschiedene Fallung wurde nach einer Nacht abfiltriert, das 
Filtrat mit verdiinnter Salzsaure ausgefallt und die Fallung nach 
dem Trocknen in Hssigather aufgenommen. Aus dem Hssigither- 
auszug wurden beim Verdunsten 0,12g Nadelkrystalle erhalten. 
Die aus Alkohol umkrystallisierte Substanz krystallisiert in 
Oktaedern vom Schmelzpunkt 198°. Der Krystall zeigt eine posi- 
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tive Hammarstensehe und Myliussche Reaktion und keine Schmelz- 
punktdepression mit reiner Cholsdure. Die gesamte Ausbeute 
betragt 0,27 g. 
3,280 mg Subst.: 8,485 mg COs, 2,870mg HO. 
Cos H10Os Ber. C 70,53% H 9,87% 
Gef. » 70,59 ” 2 (O79)? 
2) Desoxycholsaure. 

Die abfiltrierte Bariumsalzfallung wurde in 5%iger Sodalosung 
auf dem Wasserbade 2 Stunden lang umgekocht und abfiltriert. 
Das Filtrat wurde mit verdiinnter Salzséure angesduert, mit Ather 
geschiittelt und die Atherlésung nach dem Waschen mit Wasser 
im Zimmer verdunsten gelassen. Die dabei abgeschiedenen Kry- 
stalle wurden aus Hisessig umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelz- 
punkt 145°. Ausbeute 20mg. Keine Schmelzpunktdepression mit 
Essig-Choleinsaure. 

3,125 mg Subst.: 7,910 mg COs, 2,775 mg H:20. 


CxHs00sCHsCOOH Ber. C 68,97% H 9,84% 
Geta 69,03 » 9,86 


Il. Neutrale Praktion. 


Die aus Galle durch Aussalzung mit Kochsalz erhaltene 
Fallung von ca. 60 g wurde in 500 cem warmem Wasser gelost, mit 
500 ecem Alkohol und mit 100g Kalilauge versetzt und auf dem 
Sandbad 120 Stunden hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde mit 
Wasser dreifach verdiinnt, auf dem Wasserbade der Alkohol ab- 
gedampft und von dem dabei abgeschiedenen Niederschlag ab- 
filtriert. Das Filtrat wurde zum weiteren Versuch auf Schwefel- 
sdureionen verwendet. 

Der Niederschlag wurde in Essigather erwarmend gelést, mit 
warmem Wasser gut gewaschen, zum Trocknen abgedampft und 
der Riickstand nach dem Trocknen pulverisiert. Das orangegelbe 
Pulver ist in Methanol, Athanol, Chloroform, EHisessig leicht, aber 
in Aceton, Benzol und Essigather schwer und in Ather sehr schwer 
léslich. Es schmilzt bei 215-234°. Bei Liebermannscher Reaktion 
zeigt es eine braunrote Farbe mit starker Fluoreszenz. 


1) Tetraoxy-isohomocholan Cos;H4404 (I). 
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Das orangegelbe getrocknete Pulver wurde im Soxhletapparat 
mit Ather 48 Stunden extrahiert. Aus dem Atherauszug wurden 
feine Nadelkrystalle erhalten. Diese Krystalle wurden abfiltriert 
und das atherische Filtrat abdunsten gelassen. Der Riickstand 
wurde in Aceton-Benzol (1:1) im Verhiltnis von 0,2% gelést und 
durch eine Saule von Aluminiumoxyd nach Brockmann einlaufen 
_gelassen, wobei ein farbloses klares Filtrat erhalten wurde. Dieses 
Filtrat wurde zum Trocknen abgedampft und der Riickstand 
pulverisiert. Das Pulver wurde aus Essigither umkrystallisiert. 
Tafeln vom Schmelzpunkt 240-241°. Ausbeute 11,5¢. Der Kry- 
stall zeigt keine Hammarstensche Reaktion. 

Bei Liebermannscher Reaktion zeigt der Krystall eine anfangs 
orangerote, dann braunrote Farbe mit starker -Fluoreszenz. Die 
Substanz wird durch alkoholische Digitoninlésung nicht gefallt. 


spec. Drehung: 0,1960 g Subst. 10 cem Methanol, 1=2 dm, 


a=+1.03 [a }18°= + 26,28° 
4,215, 3,725 mg Subst.: 10,860, 9,620 mg COs, 4,020, 3,545 mg H.0. 
C25Hi101-H2O Ber. C 70,37% H 10,87 % 


Gef. » 70,27%, 70,43%  ” 10,68%, 10,65% 


Das von Krystallen vom Schmelzpunkt 241° getrennte Essig- 
ather-Filtrat wurde durch Abdampfen getrocknet und als 0,1“ ige 
Lésung in Aceton-Benzol (1:1) gelést, durch eine Saule von 
Aluminiumoxyd nach Brockmann einlaufen gelassen und das 
Aluminiumadsorbat mit absolutem Alkohol extrahiert. Aus diesem 
Alkoholauszug wurden beim Einengen Krystalle gewonnen und aus 
Alkohol umkrystallisiert. Tafeln vom Schmelzpunkt 250-251°. 
Ausbeute 30mg. Dieser Krystall zeigt eine positive Hammar- 
stensche Reaktion. 

3,385, 4,110 mg Subst.: 8,800, 10,680 mg COs, 3,070, 3,745 mg H2O. 

CxsHuOvHsO Ber. C 70,37% H 10,87% 
Gef. » 70,90%, 70,87%  » 10,15%, 10,20% 

Das die von einer Saule von Aluminiumoxyd nicht adsorbierte 
Substanz enthaltende Filtrat wurde von Benzol u. Aceton befreit 
und der Riickstand aus Essigither umkrystallisiert. Tafeln vom 
Schmelzpunkt 246-248°. Ausbeute 40mg. Der Krystall zeigt 
keine Hammarstensche Reaktion. 
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4,365, 4,390 mg Subst.: 11,290, 11,340 mg COs, 4,210, 4,190 mg HO. 
CosHu0r HeO Ber. C 70,37% H 10,87% 

Gef. ” 70,54%, 70,45% » 10,79%, 10,68% 
Tetraketo-isohomocholan C2;H3604 (II). 
4,0 g Tetraoxy-isohomocholan wurden in 50 cem Hisessig gelost, 
in Zimmertemperatur mit 40cem einer 10%igen Chromsaure- 
eisessiglisung tropfenweise versetzt und 2 Stunden lang stehen 
gelassen. Das Reaktionsgemisch wurde mit einem Liter Hiswasser 
verdiinnt, eine Nacht stehen gelassen, von der dabei entstandenen 
Fallung abfiltriert, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Das 
Pulver wurde in der Hiilse im Soxhletapparat mit Ather einen 
Tag lang extrahiert. Der Atherauszug wurde abgedampft und 
der Riickstand aus Aceton-Wasser umkrystallisiert. Prismen vom 
Schmelzpunkt 173°. Ausbeute 2,3g. Der Krystall ist in Essig- 
dither, Hisessig, Aceton u. Chloroform leicht, in Alkohol schwer 
und in Ather sehr schwar léslich. Der Krystall zeigt eine positive 
Jaffesche Reaktion. 

3,195 mg Subst.: 8,765 mg COs, 2,605 mg HO. 


CosH O04 Ber, C 74,94% H 9,07% 
Gef. ” 74,82 » a dip? 


bo 
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0,lg Tetraketo-isohomocholan wurde in 380ccem_ absolutem 
Alkohol gelost, mit 2cem einer normalen Natronlaugelosung ver- 
setzt, auf dem Wasserbade 2 Stunden lang gekocht, in 800 cem 
Hiswasser eingegossen und eine Nacht stehen gelassen. Die dabei 
entstandene Fallung wurde abfiltriert, gut gewaschen und aus 
Aceton-Wasser umkrystallisiert. Prismen vom Schmelzpunkt 173°. 
Ausbeute 60mg. Keine Schmelzpunkt-depression mit dem ur- 
sprunglichen Tetraketo-isohomocholan vom Schmelzpunkt 173°. 
Dieses ist also durch Alkali unverdndert geblieben. 


Tetraketo-isohomocholan-tetraoxim. 

0,1 ¢ Tetraketo-isohomocholan wurde in 20 cem Alkohol gelést, 
mit 0,1g Hydroxylaminchlorhydrat im 10cem Alkohol versetzt, 
auf dem Wasserbade 3 Stunden lang erwarmt, die Reaktionslésung 
in 60cem Hiswasser eingegossen und die dabei abgeschiedene 
Fallung abfiltriert. Prismen vom Schmelzpunkt 238°. Ausbeute 
5)mg. Der Krystall ist in Alkohol leicht, aber in Aceton, Essig- 
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ither und Ather sehr schwer loshieh. 
3,060 mg Subst.: 0,319 eem N (27°, 758 mm) 
CosHss5( NOH), Ber. N 12,17% Gef. N 11,83% 


3) «-Tetraoxy-isohomocholan Co;H4404 (IIT). 

0,7 g Platinoxyd in 15 ccm Hisessig wurde unter Durchleiten 
von Wasserstoff mit diesem gesattigt und mit 0,7¢ Tetraketo- 
isohomocholan in 15 ccm Wisessig versetzt und mit Wasserstoff 
5 Stunden lang durchgeleitet, wobei die Losung ca. 4 Mole Wasser- 
stoffe aufnahm. Die Reaktionslédsung wurde von Platinoxyd 
abfiltriert und die Lésung in 600 cem kaltes Wasser eingegossen. 

Die dabei abgeschiedene Fallung wurde nach einer Nacht ab- 
filtriert, mit Wasser gut gewaschen und getrocknet. Diese Masse 
wurde aus Essigither oder Aceton mehrmals umkrystallisiert. 
Rhombische Tafeln vom Schmelzpunkt 230-231°. Ausbeute 0,2 ¢. 
Der Krystall zeigt eine positive Hammarstensche Reaktion und 
seine Losunge wurde durch eine 1%ige Digitoninlésung nicht 
eefallt. 

3,585 mg Subst.: 9,700 mg COs, 3,400 mg H:0. 


Co5H1104 Ber. C 73,47% H 10,86% 
Get. 2 73,102 Pe MOGI 


4) Isohomocholan CosH44 (V). 

le Tetraketo-isohomocholan wurde in 50 ccm Hisessig gelost, 
unter Zusatz von 40¢ amalgamiertem Zink auf dem Sandbad 9 
Stunden erwirmt und zwar inzwischen dreimal zusammen mit 140 
ecm konzentrierter Salzsiure und 150 cem Hisessig versetzt. 

Die Reaktionslésung wurde nach einer Nacht von der dabei 
abgeschiedenen 6ligen Substanz abfiltriert, in Ather aufgenommen, 
die Atherlésung nach dem Waschen mit Wasser abgedunstet und 
die dabei abgeschiedene élige Substanz aus absolutem Alkohol u. 
wasserfreiem Ather umkrystallisiert. 

Prismen vom Schmelzpunkt 50-51°. Ausbeute 0,15¢. Die 
Substanz ist in Essigather, Ather und Chloroform leicht und in 
Methanol, Athanol u. Aceton sehr schwer léslich. 

Spec. Drehung: 0,0448 Z Subst.: 5ecem Chloroform, 
t=1dm, a=+0,23 | [a]2°=+425,67° 
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3,015 mg Subst.: 9,585 mg COs, 3,440 mg HO. 
CxsHus Ber. © 87,12% H 12,88% 
Gef. » 86,80 9» O51 On 
Dieses Isohomocholan schmilzt bei der Mischprobe mit dem 
durch Synthese aus Cholansiiure gewonnenen Homocholan vom 
Schmelzpunkt 75° bei 37-40°. Die beiden Homocholane sind also 
stereoisomer. 


5) «-Iso-norcholséure Co3H3s05 (1V). 

Tetraoxy-isohomocholan wurde weder durch Hinwirkung von 
Permanganat noch von Bleitetraacetat angegriffen. Somit wurde 
die Chromsiaure in der Warme auf das Tetraoxy-isohomocholan ein- 
wirken gelassen und als Oxydationsprodukt «-Iso-norcholsaure 
gewonnen. 

Tetraoxy-isohomocholan-acetat. 

4e¢ Tetraoxy-isohomoecholan wurden in 60¢em wasserfreiem 
Pyridin gelost und unter Zusatz von frisch destilliertem Hssigsaure- 
anhydrid auf dem Wasserbade bei 90° 30 Stunden lang erwarmt. 
Die Reaktionslosung wurde in 1 Liter kaltes Wasser eingegossen, 
eine Nacht stehen gelassen, die dabei abgeschiedene Fallung in 
Ather aufgenommen, der Atherauszug mit einer 2%igen Salzsiiure- 
losung gewaschen, um das Pyridin zu entfernen, und wieder nach 
dem Waschen mit Wasser der Ather abdestilliert, wobei ein sehwach 
gelb gefirbtes Ol zuriickblieb. 

Dieses Ol wurde in 300 cem Aceton gelost, diese Losung dann 
durch eine Sdule von Aluminiumoxyd einlaufen gelassen und das 
dabei erhaltene farblose klare Filtrat von Aceton abdestilliert. 
Dabei wurde eine farblose glashelle dlige Substanz erhalten, die 
in allen Losungsmitteln leicht léslich, aber daraus nicht krystal- 
lisierbar war. Das getrocknete Pulver schmilzt bei 77-80°. Aus- 
beute 3,5¢@. Die Substanz ist in Athano!, Methanol, Aceton, Ather 
und Essigather loslich. 

3,9@ Tetraoxy-isohomocholanacetat wurde in 50 cem Hisessig 
geldst und unter Erwarmung auf dem Wasserbade bei 90-95° mit 


50 ccm einer 10% igen Chromsaureeisessiglésung allmahlich tropfen- 


weise versetzt und 2 Stunden lang erwirmt. Die Reaktionslésung 
wurde in 1 Liter kaltes Wasser eingegossen, nach einer Nacht von 
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der dabei abgeschiedenen Fallung abfiltriert, mit Wasser 
gewaschen und nach dem Trocknen in Ather aufgenommen. Der 
Atherauszug wurde mit einer 5%igen Sodalisung mehrmals aus- 
geschtttelt und in 2 Fraktionen, eine sodalésliche Siurefraktion 
und eine atherunlésliche neutrale Fraktion getrennt. 

Neutrale Fraktion: 

tu Der Ather wurde abgedampf, die zuriickgebliebene 6lige Sub- 
stanz in 20 cem einer 5%igen alkoholischen Kalilaugelésung gelést 
und auf dem Wasserbade 3 Stunden erwirmt. Das Hydrolysat, 
die Fallung wurde abgesauegt und getrocknet. Ausbeute 0,1l¢. 
Diese Substanz muss ein urspriingliches Tetraoxy-isohomocholan 
sein. 

Saurefraktion : 

Die Sodalésung wurde unter Ansaéuerung mit verdiinnter Salz- 
sdure ausgefallt und die Fallung aus allen moglichen Loésungs- 
mitteln umzukrystallisieren versucht, wobei aber kein Krystall 
gewonnen wurde. Somit wurde die Fallung in 20cem einer 
5%igen Kalilaugelésung geldst, die Losung auf dem Wasserbade 
3 Stunden lang erwirmt und von der bei Ansauerung mit 
verdiinnter Salzsaure abgeschiedenen Fallung abgesaugt. Diese 
Fallung wurde in einer 2%igen Ammoniaklésung gelést, mit emer 
5%igen Bariumchloridlésung ausgefallt und eine Nacht stehen 
gelassen. Die dabei abgeschiedene kleine Menge Fallung wurde 
abfiltriert, das Filtrat unter Ansdéuerung mit verdiinnter Salzsaure 
ausgefallt und filtriert. Die Fallung wurde getrocknet und aus 
allen moglichen Lésungsmitteln umzukrystallisieren versucht, aber 
dabei kein Krystall gewonnen. Ausbeute 0,15 g. Die Fallung ist 
in Athanol, Methanol, Essigiither, Aceton, Hisessig, Chloroform 
und Benzol leicht und in Ather schwer léslich. Aus Ather kry- 
stallisiert die Substanz in Tafeln vom Schmelzpunkt 210-211°. 
Ausbeute 40 meg. 

Der Krystall zeigt eine positive Hammarstensche, aber keine 
Myliussche Reaktion. Bei Liebermannscher Reaktion zeigt der 
Krystall eine braunrote Farbe mit starker Fluoreszenz. Schmelz- 
punktdepression mit reinere Cholsiure vom Schmelzpunkt 198° 
und mit reiner Norcholsiure vom Schmelzpunkt 187°. 


16 Y. Okasaki. 


3,100 mg Subst.: 7,990 mg COs, 2,770 mg H20. 

CosHs0s Ber. C 69,99% H 9,71% 

Gef. » 70,29 » 2 1.0;00 2 
Diese Sdure wurde in tblicher Weise mit Diazomethan 
verestert und der Ester aus Ather umkrystallisiert. Tafeln vom 
Schmelzpunkt 218-220°. Deutliche Schmelzpunktdepression mit 
dem Cholsiuremethylester vom Schmelzpunkt 152° und mit 

Norcholsdure-methylester vom Schmelzpunkt 155°. 


III. Schwefelsiurekomponente. 


Das von der Sadure- sowie neutralen Fraktion befreite Filtrat 
wurde mit 200cem einer 10%igen Salzsiiurelésung versetzt, auf 
dem Wasserbad erwirmt und weiter mit 200 ccm einer 10%igen 
Bariumchloridlésung versetzt und weiter eine Stunde lang erwarmt. 
Die dabei abgeschiedene weisse Fallung wurde mit einem aschen- 
freien Filter filtriert, eut gewaschen, getrocknet und im Tiegel bis 
zum Gtiihen erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde der Riickstand 
gewogen, wobei 302 Bariumsulfat erhalten wurde. 

Zam Schluss mochte ich nicht verfehlen, Herrn Prof. Dr. T. 
Kazuno fiir seine freundliche Leitung und Untersttitzung meiner 
Arbeit meinen herzlichen Dank auszusprechen. 
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UBER DIE GALLENSAUREN VON WASSER- 
SALAMANDERN. 


II. Uber die Synthese von Homocholan C.;H., und Bisnor- 
sterocholan C.,;H,, und Isohomocholan aus Tetraoxy- 
isohomocholan aus der Galle von Wassersalamandern. 


VON 


YASUYA OKASARKT, 


(Aus dem Biochemischen Institut zu Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 22. April 1942.) 


In der vorigen Mitteilung (Okasaki 1942) wurde berichtet, 
dass das Tetraoxy-isohomocholan von der Formel Co5H4,04 oder 
CogH4¢04 den Hauptbestandteil der Galle von Wassersalamandern 
ausmacht, welches in der Galle als Schwefelséureester vorkommt. 
Das durch Oxydation des Tetraoxy-isohomocholans, dann dureh 
energische Reduktion erhaltene Isohomocholan Cso5;H44 oder CogH4¢ 
ist um 8 Wasserstoffe armer als die ihm entsprechenden Paraffine 
CosHs2 oder CogHss. Somit wurde festgestellt, dass das Isohomo- 
cholan ebenso wie die Steroide vier hydrierte Ringe im Molekil 
enthalt. 

Um das Grundskelett des Tetraoxy-isohomocholans aus der 
Galle von Wassersalamandern festzulegen, wurde Homocholan 
Ho;H44 bzw. Bisnor-sterocholan C2gH4g aus Cholansaure syntheti- 
siert und mit denen aus Tetraoxy-isohomocholan von der Galle 
von Wassersalamandern miteinander verglichen. 

Dureh Destillation des cholansauren Bariums (1) mit Barium- 
acetat wurde ein in Prismen krystallisiertes und bei 113° schmel- 
zendes Norcholyl-methylketon (II) von der Formel C2;H420 
erhalten. Dieses Keton erwies sich als identisch mit dem durch 
stufenweisen Abbau der Cholansdure nach Grignard erhaltenen 
Keton (Wieland 1926) vom Schmelzpunkt 118°. 

Durch Clemmensensche Reduktion des Norcholyl-methylketons 


ee 
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wurde ein Nadelkrystall vom Schmelzpunkt 75° und von spezi- 
fischer Drehung +27,95 gewonnen. Diese neue Substanz von der 
Formel C2;H4s, wurde als Homocholan (IIL) bezeichnet und musste 
das Grundskelett des neuen Steroides aus der Galle von Wasser- 
salamandern sein. 

Erst durch Behandlung der Cholansiure mit Thionylehlorid, 
dann mit Ammoniak wurde Cholansiureamid (IV) eines prismati- 
schen Nadelkrystalls vom Schmelzpunkt 189° und einer spezifischen 
Drehung +28,28° erhalten. Dieses Amid wurde mit Grignard- 
schem Reagens, Athylmagnesiumbromid behandelt, wobei ein Keton 
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als Semicarbazon isoliert wurde. Der aus dem Semicarbazon durch 
Zerlegung mit Salzsiure erhaltene prismatische Norcholyl-ithyl- 
keton-krystall (V) vom Schmelzpunkt 94° u. von einer spezifisehen 
Drehung +24,12° wurde der Clemmensenschen Reduktion unter- 
worfen und dabei ein prismatische Reduktionsprodukt vom 
Schmelzpunkt 74° und [a]p=+27,19° erhalten. Diese Substanz von 
der Formel CogH4g wurde als Bisnor-sterocholan (VI) bezeichuet. 

Die beiden synthetisierten Steroide Homocholan (III) und 
Bisnorsterocholan (VI) zeigen je mit dem neuen vom Tetraoxy- 
isohomocholan aus Wassersalamandern abgeleiteten Cholan vom 
Schmelzpunkt 51° eine Schmelzpunktdepression. Letzteres gehért 
also nach seinen Higenschaften weder dem aus Cholansidure ab- 
geleiteten Homocholan Cyo;H4; vom Sehmelzpunkt 75° noch dem 
Bisnor-sterocholan CegH4, vom Sechmelzpunkt 74° an, doch scheint 
es auf Grund des Analysenwertes mit einem Homocholan von der 
Formel Co;Ha4 tibereinzustimmen. Ob und wie das Cholan vom 
Sehmelzpunkt 51° aus Tetraoxy-isohomocholan vom neuen synthe- 
tisierten Homocholan Cs;H44 (IIT) vom Schmelzpunkt 75° sterisch 
verschieden ist, muss in weiteren genauen Studien ausgeftihrt 
werden. Der Unterschied zwischen beiden beruht hochstwahr- 
scheinlich darauf, dass die Ringe B und C des neuen aus Tetraoxy- 
isohomocholan abgeleiteten Isohomocholanmolekiils eine andere 
Verkniipfung wie Cholansaure darstellen dtirften, genau wie es 
bei der a- u. /-Apochenodesoxycholsdure (Yamasaki u. Taka- 
hashi 1938) der Fall war. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 
Synthese von Homocholan C25H 4s. 


1. Norcholyl-methylketon-semicarbazon. 

2¢@ Cholansdure wurden in 100 ccm absolutem Alkohol gelost, 
unter Indikator Phenolphtalein mit einer gesattigten Barytlosung 
neutralisiert, die dabei entstandene weisse Fallung von cholan- 
saurem Barium abgesaugt und im Zimmertemperatur getrocknet. 
3g gut pulverisiertes Bariumcholanat wurden mit 10g Barium- 
acetat gut gemischt, bei 400° u. unter Druck von 15 mm im Vakuum 
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destilliert, die dabei erhaltene braune olige Masse in Ather auf- 
genommen und der Atherauszug abgedampft. 

Der Riickstand wurde in 100 cem absolutem Alkohol erwarmend 
gelost, mit 5g Semicarbazid in 50 ccm absolutem Alkohol versetzt 
und auf dem Wasserbade erwairmt. Beim Abdampfen der alkoholi- 
schen Lésung zur Halfte ihres Volumens schied sich ein rosetten- 
formig gruppierter Nadelkrystall ab, welcher in Alkohol und Ather 
sehwer léslich ist. Ausbeute 0,5¢. Der aus Hisessig umkrystal- 
lisierte Krystall schmilzt bei 223°. 

3,560 mg Subst.: 0,294 eem N (11°, 769 mm) 
CxsHisONs Ber. N 10,12% Gef. N 10,04% 
2. Norcholyl-methylketon. 

4g Semicarbazon wurden in 200cem Aceton gelost, unter 
Zusatz von 20 cem einer 10%igen Salzsiure auf dem Wasserbade 
eine Stunde lang erwarmt, mit 500 cem Wasser versetzt und das 
Aceton abgedampft, wobei ein gelber Niederschlag auftrat. Dieser 
abfiltrierte Niederschlag wurde aus Alkohol umkrystallisiert. 
Prismen vom Schmelzpunkt 113°. Ausbeute 2g. 

spezifische Drehung: 0,0634 g¢ Subst. in 10 cem Chloroform, 

=2dm; a= +40,48°  [a}= +37;85° 
3,835, 3,630 mg Subst.: 11,780, 11,1835 mg CO», 4,045, 3,810 mg H2O. 
C25H420 Ber. C 83,80 BLL 73 
Gef.:» 83,77, 83,66 put Ae Si, agli, Tale; 
3. Homocholan CosHy4,. 

1,5 g@ Norcholyl-methylketon wurde in 50cem Hisessig gelést, 
mit 30g amalgamiertem Zink versetzt und unter Zusatz von 
Hisessig-Salzsdurelésung (50 cem Hisessig +50 ecm einer konz. Salz- 
saure vom spez. Gew. 1,2) dreimal auf dem Sandbade 6 Stunden 
lang erhitzt. 

Das Reaktionsgemisch wurde eine Nacht stehen gelassen, die 
dabei abgeschiedene harzige Masse abfiltriert und aus absolutem 
Alkohol umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzpunkt 75°. Der 
Krystall ist in Alkohol sechwer, aber in Ather leicht. léslich. 
Ausbeute 0,2 2. 

Spez. Drehung: 0,1145 g Subst. in 10 ce Alkohol-Ather (1:1), 

1=2 dm, a= + 0,64, ” [oe +27,95°. 


_c- 


Uber die Gallensiiure von Wassersalamandern.—IlI. 81 


3,665, 3,790 mg Subst.: 11,690, 12,100 mg COs, 4,255, 4,350 mg H.O. 
CoH Ber. ‘C 87,12 H 12,88 
Gef. ” 86,98; 87,07 » 12,99, 12,84. 

Dieses Homocholan Co;H4, vom Schmelzpunkt 75° zeigt bei 
der Mischprobe mit dem vom Tetraoxy-isohomocholan von der 
Formel CssHisO4 (bzw. CogH4¢01) abgeleiteten Cholan vom 
Schmelzpunkt 51° deutliche Schmelzpunktdepression und zwar 
schmilzt es bei 37-40°. 


Synthese von Bisnor-sterocholan CoH 46. 


1. Cholansaureamid. 

10 g Cholansiure wurden in einer kleinen Menge von wasser- 
freiem Ather gelost, mit 30g Thionylehlorid versetzt und unter 
Abschluss von Feuchtigkeit mittelst des Chlorkalkrohres 4 Stunden 
lang in Zimmertemperatur stehen gelassen. 

Das Reaktionsgemisch wurde auf dem Wasserbade bei 50-60° 
erwarmend im Vakuum destilliert, der Destillationsriickstand 
getrocknet und pulverisiert. Das Pulver wurde in 30%iger kon- 
zentrierter Ammoniaklosung gelést, auf dem Wasserbade bei 40-— 
50° 380 Minuten lang erwarmt und eine Nacht stehen gelassen. 
Die dabei abgeschiedene gelbe Fallung wurde abgesaugt, mit 
Wasser gewaschen und zu Pulver getrocknet. Dieses Pulver wurde 
aus Aceton umkrystallisiert. Prismen vom Schmelzpunkt 189°. 
Ausbeute 8,5¢. Die Substanz ist in Chloroform, Benzol, Alkohol 
u. Aceton sehr leicht loslich, aber in Ather u. Essigiither fast 
unloslich. 

Spez. Drehung: 0,0725 g Subst. in 10 ecm Chloroform, 
J=2 dm, a=+0,41 [a ]15°= + 28,28°. 

4,760 mg Subst.: 0,167 cem N (20°, 766 mm) 
C2aHnON Ber. N 3,90% Gef. N 4,12% 


2. Norcholyl-aethylketon-semicarbazon. 

3g@ Magnesium wurden in 100 cem wasserfreiem Ather mit 
15g Bromithyl versetzt, eine Stunde lang auf dem Wasserbade 
erwirmt und zu dieser Grignardschen Lésung 8 g Cholansaureamid 
in 150 cem wasserfreies Benzol hineingetan und auf dem Wasser- 
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bade bei 70-80° weiter 5 Stunden lang erwarmt. Von dieser 
Reaktionslésung wurde Benzol und Ather gedampft und der 
Riickstand im Exsicator getrocknet. 

Das getrocknete Pulver wurde unter Hiskiihlung in einer 
kleinen Menge einer 10% igen Schwefelsaiurelésung digeriert, der 
Riickstand mit Ather ausgezogen, der Atherauszug mit Wasser 
gewaschen und mit einer 5% igen Natriumhyposulfitlosung geschut- 
telt, um das Brom zu entfernen, und wieder mit Wasser gewaschen. 
Der getrocknete Atherauszug wurde nach dem Abdampfen des 
Athers in, 100 cem absolutem Alkohol gelést, mit 5 ¢ Semicarbazid 
in 50cem absolutem Alkohol versetzt und auf dem Wasserbade 
4 Stunden lang erwarmt. Die Reaktionslosung wurde nach dem 
Einengen zu einem Drittel ihres Volumens abgekihlt und die dabei 
abgeschiedenen Krystalle abgesaugt. Diese wurden aus absolutem 
Alkohol und Benzol umkrystallisiert. Schuppen vom Schmelzpunkt 
201°. Ausbeute 3g. Die Krystalle sind in Ather, Essigather, 
Aceton und Chloroform fast unldslich. 


3,090 me Subst.: 0,265 cem N (19°, 769 mm) 
Co;HizONs Ber. N 9,74% Gef. N 10,14% 


a3) 


3. Norcholyl-athylketon. 

3g Semicarbazon wurden in 150 cem Aceton gelost, mit 15 ceem 
einer 10%igen Salzsiureldsung versetzt und auf dem Wasserbade 
30 Minuten lang erwirmt. Die Reaktionslésung wurde mit 500 cem 
Wasser verdtinnt, das Aceton abgedampft, die dabei abgeschiedene 
gelbe Fallung abfiltriert, mit Wasser gut gewaschen und getrocknet. 
Diese Substanz wurde aus Aceton umkrystallisiert. Prismen vom 
Schmelzpunkt 94°. Ausbeute 1,6g. Die Substanz ist in Ather, 
Kssigather, Hisessig, Chloroform und Alkohol sehr leicht léslich. 


Spezifische Drehung: 0,1223 g Subst. in 10 cem Chloroform, 
[=2' dm, a=+0,59, a + 24,12°. 
3,460 mg Subst.: 10,600 mg COs, 3,630 mg HO. 


Co¢Hi10 Ber. C 83,80 H 11,91 
Gath ie 68.00 Ro L174, 


4. Bisnor-sterocholan CogH4¢. 
1,5 g¢ Norcholyl-athylketon wurde in 100 cem Hisessig mit 40 g 
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amalgamiertem Zink versetzt, weiter unter Zusatz von 70 cem kon- 
zentrierter Salzsiure (Spez. Gew. 1,2) und 100 cem Hisessig dreimal 
8 Stunden lang auf dem Sandbade erhitzt. Das Reaktionsgemisch 
wurde eine Nacht stehen gelassen, die dabei abgeschiedene weisse 
harzige Masse in Ather aufgenommen, der Atherauszug mit Wasser 
gewaschen, getrocknet und der Ather abgedampft. Der Riickstand 
-wurde aus einem Gemisch von absolutem Alkohol und wasserfreiem 
Ather (1:1) oder aus einem Gemisch von Hisessig und wasserfreiem 
Ather (1:1) umkrystallisiert. Prismen vom Schmelzpunkt 74°. 
Ausbeute 0,5g. Der Krystall ist in Ather u. Choloroform sehr 
leicht, aber in Essigadther, Alkohol u. Eisessig sehr schwer loslich. 


Spezifische Drehung: 0,1220 g Subst. in 10 cem Chloroform, 
b=2 dm. d= +0566, 7. [a}?=27;19°: 
3,650 mg Subst.: 11,650 mg COs, 4,130 mg H.O. 
CosHis Ber. C 87,07% H 12,93% 
Gef. ” 87,05 » » 12,66 ” 

Dieses Bisnor-sterocholan CogH4, vom Schmelzpunkt 74° zeigt 
mit dem vom Tetraoxy-isohomocholan abgeleiteten Cholan vom 
Schmelzpunkt 51° eine Schmelzpunktdepression und zwar sehmilzt 
es bei 33-39°. 

Zum Schluss moéchte ich Herrn Prof. Kazuno fiir seine 
freundliche Leitung und Unterstiitzung bei meiner Arbeit meinen 
herzlichen Dank aussprechen. 
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The Journal of Biochemistry, Vol. 36. 


UBER DIE EXTRAKTIVSTOFFE DER LEBER VON 
WASSERSALAMANDERN 
(DIEMYCTYLUS PYRRHOGASTER) 

IM WINTERSCHLAF. 


Von 


YASUYA OKASARKIT, 


(Aus dem Biochemischen Institut zu Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 22. April 1942.) 


Um den intermediaren Stoffwechsel der Proteine bei Amphibien 
zu erkennen, wurden zuerst die Extraktivstoffe der Leber von 
Wassersalamandern im Winterschlaf untersucht. Was den Ex- 
traktivstoff der Leber anbetrifft, so wurden bereits von ver- 
schiedenen Forschern unter verschiedener Bedingung Unter- 
suchungen angestellt. 

Neuerdings haben Sibuya (1931) bei der Krétenleber zur 
Sommerzeit und Makino (1938,1934) bei derselben zur Winter- 
zeit deren stickstoffhaltige Extraktivstoffe untersucht und sind zu 
dem interessanten Ergebnis gekommen, dass die Leber wahrend der 
Wachzeit im Extraktivstoff viel mehr Tyrosin enthalt als im 
Winterschlaf, wabhrend sie im Winterschlaf reichlicher Leucin 
enthalt als in der Sommerzeit, welch letzteres nach Fuzita (1932) 
u. Dakin (1913) wohl ein Glykogenbildner sein diirfte. 

Obwoh] der durch Temperatursteigerung hervorgerufene 
chemische Vorgang bei Fieber und bei steigender Aussentemperatur 
nicht ganz der gleiche ist, wie Inada (1929) bei der Untersuchung 
der chemischen Zusammensetzung der Leber im Fieber betont hat, 
so erméglicht der Unterschied zwischen dem Gehalt an Amino- 
siuren in der Leber waihrend der Wachzeit und Winterschlafzeit 
doch eine Erkennung des Zustands des Hiweisstoffwechsels in der 
Fieberzeit. 

In diesem Sinne habe ich den stickstoffhaltigen Extraktivstoff 
der Leber von Wassersalamandern im Winterschlaf untersucht und 
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eefunden, dass in der Leber das Leucin, als Glykogenbildner 
betrachtet, der Menge nach vorherrschend und dann Asparagin- 
siure enthalten ist. Die Ergebnisse sind der Ubersichtlichkeit 
halber in Tabelle I zusammengestellt. 


TABELLE I. 


N-haltige Extraktivstoffe. 


g Jo 
Tyrosin 0,2540 0,063 
Leucin 3,7000 0,925 
Tsoleucin vorhanden. — 
Prolin 0,0927 0,023 
Alanin vorhanden — 
Valin ” = 
Phenylalanin 0,1250 0,031 
Asparaginsaure 0,9656 0,241 
Thymin-Uracil 0,0265 0,006 
Adenin 0,1015 0,025 
Hypoxanthin vorhanden = 
Xanthin 0,0947 0,024 
Histidin 0,0360 0,009 
Bernsteinsaiure 0,0262 0,006 


Es ist bemerkenswert, dass unter den Aminosduren /-Aspara- 
ginsaure bzw. ihre Grundsubstanz, Bernsteinsdéure, in ziemlich 
reichlicher Menge vorkommt. Was die Bedeutung der Bernstein- 
sdure im Organismus anbetrifft, so wurde von Szent-Gyérey u. 
seinem Mitarbeitern (1935/36) und von Breusch (1937-38) be- 
hauptet, dass die Oxydoreduktion im Kohlehydratstoffwechsel 
durch C,4-Dicarbonsadure, wie Bernsteinsiure, Apfelsiure, Fumar- 
saure u. Maleinsiure katalysiert wird, indem im Kreislauf des 
Oxydoreduktionssystems Citronensdure gebildet wird. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


4 ke frisch herausgeholte, von Blut und Bindegeweben befreite 
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Leber von 16400 Wassersalamandern wurden mit der Fleisch- 
hackmaschine zu Brei zerkleinert, mit der dreifachen Menge Wasser 
unter Erwarmung bei 387-41° eine Stunde lang digeriert und 
koliert. Der Riickstand wurde im Morser zerrieben und in genau 
gleicher Weise wie vorher noch zweimal behandelt. Das dabei 
erhaltene Kolat von 20 Litern wurde mittelst einer 20%igen 
~ Tanninlésung enteiweisst. Diese Lésung wurde im Vakuum zu 
400 ecem eingeenet und 2 Wochen lang im Hisschrank stehen 
gelassen. Die dabei abgeschiedene gelbe Fallung wurde abgesauet. 
I-Tyrosin. 

Die Fallung wurde in ammoniakalischem Wasser heiss gelost 
und mittelst verdtinnter Salzsiure neutralisiert. Beim Abkiihlen 
schieden sich seideglanzende Nadelkrystalle vom Schmelzpunkt 
312° ab. Ausbeute 0,2542@. Der Krystall zeigte eine Farbenreak- 
tion fiir Tyrosin. 


Spez. Drehung: 0,049 g Subst., 10 cem Wasser, /=1 dm, 


a= —0,08, [a}¥e= —8,07° 
0,0540 g Subst.: verbrauchten 3,10 ceem N/10 H2SO, 
CoHi103N Ber. N 8,18% Gef. N 8,04%. 


1-Leucin. 

Aus dem von Tyrosinkrystallen befreiten Filtrat wurden beim 
Hinengen Blattchenkrystalle erhalten und aus heissen Wasser 
mehrmals umkrystallisiert. Diinne glanzende Blattchen vom 
Schmelzpunkt 293°. Ausbeute 1,855 g. 


Spez. Drehung: 0,100 g Subst., 10 ceem Wasser, J=1 dm, 


a=—0,21, [aPe°= —10,67° 
4,140 mg Subst.: 0,392 eem N (29°, 761 mm) 
CoHis02N Ber. N _ 10,69% Gef. N 10,72%. 


Bernsteinsaure : 

Die von Tyrosin und Leucin befreite Mutterlauge als solche 
oder nach Ansiuern mit Schwefelséure wurde mit dem Kumagawa- 
Sutoschen Apparat mit Ather 72 Stunden lang extrahiert, um die 
fettige Substanz zu entfernen. 

Der Atherauszug wurde nach dem Verdampfen des Athers mit 
Zinkearbonat neutralisiert und abfiltriert. Das Filtrat wurde mit 
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einer 10%igen Hisenchloridlésung 4 Stunden lang erwarmt und 
von der Fallung abgesaugt. Der Riickstand wurde in Wasser 
mittelst. Bariumcarbonatlésung neutralisiert, eine Nacht stehen 
gelassen und filtriert. 

Das Filtrat wurde unter Ansduerung mit verdiinnter Salzsaure 
ausgeathert. Der nach dem Verdampfen des Athers zuriickgeblie- 
bene Riickstand wurde aus heissem Wasser umkrystallisiert. Weisse | 
Krystalle vom Schmelzpunkt 182°. Ausbeute 0,0262 g. 

3,995 mg Subst.: 5,960 mg COs, 1,895mg HO. 
C60. Ber. C 40,67% H 5,13% 
Gef. .» 40,69” 2% Dydd 2 

Die von Fett und Bernsteinsdure befreite Mutterlauge wurde 
mit Schwefelsiure versetzt, bis die Loésung 5% davon enthalten 
konnte, mit emer 20%igen Phosphorwolframsaurelésung vollstandig 
gefallt und die Fallung abgesaugt. 


I. Aminostiuren- u. Pyrinidinbasen-fraktion. 


Das von der Phosphorwolframsdéurefallung abfiltrierte Filtrat 
wurde durch Baryt vom Uberschuss der Phosphorwolframsaure 
und von Schwefelséure befreit und dureh Zusatz von Sublimat- 
losung gefallt. Diese Fallung wurde als Pyrimidinbasenfraktion 
und ihr Filtrat als Aminosaurefraktion behandelt. 

1) Pyrimidinbasen. 

Die Sublimatfaliung wurde in Wasser suspendiert, durch 
Schwefelwasserstoff zerleet und abfiltriert. Das Filtrat wurde 
stark eingeengt, eme Nacht bei Zimmertemperatur stehen gelassen 
und die dabei abgesehiedene Krystallmasse aus heissem Wasser 
mehrmals umkrystallisiert. Nadeln oder Blittchen vom Zerset- 
zungspunkt 320°. Ausbeute 0,0265 g. Die Krystalle sublimieren, 
zeigen eime positive Weidelsche und Wheeler-Johnsonsche Reaktion 
und addieren Brom. Diese Krystalle scheinen also ein Gemisch 
von Uracil und Thymin zu sein. 

2) Aminosduren. 

Das von der Pyrimidinkérperfallung befreite Filtrat wurde 

von Hg’ durch Schwefelwasserstoff, vom Uberschuss an Baryt 
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mittelst verdiinnter Schwefelsiure befreit und die Lésung im 
Vakuum zu Syrup eingeengt. Diese Masse wurde nach der Ester- 
methode von Fischer (1901) der fraktionierten Destillation unter- 
worfen und die Aminoséuren der verschiedenen Fraktionen (5 
Frakt.) nach Shimizu (1921) als Kupfersalz getrennt und nach 
der Analyse identifiziert, wie in Tabelle I und II gezeigt wird. 


TABELLE II. 


Krystall- | Zer- 
Name form _ |setzpt. Analysedaten 
1-Prolin eee a 3,300mg Subst.: 0,275ceem N (31°, 760mm) 
CCHENOge ww [ro Pea“ Ber. N 9,55%  Gef. N 9,35% 
dl-Prolin 3,430 mg Subst.: 0,284cem N (30°, 760mm) 
(CsH»NOz)2 Cu Ber. N 9,55% Gef. N 9,42% 
d-Alanin Blittchen | 252° 
1-Leuein Schuppen | 285° |3,910mg Subst.: 0,304cem N (380°, 758mm) 
(CsHizN Oz) 2 Cu Ber. N 8,65% Gef. N 8,74% 
d-Tsoleucin Blattchen | 280° 
d-Valin Blattchen | 310° 
1-Phenylalanin 0,055 ¢ Subst.: 2,65cem V/10 HeSO. 
Blattchen | 270° fu : ~ 2 
CoHiiN O2: HCl Ber. N 6,95% Gef. N 6,75% 
]-Asparaginsaure F sf 2,360mg Subst.: 0,216cem N (27°, 765mm) 
Tafel 267° 
C.H,0.N aig Ber. N 10,54%  Gef. N 10,48% 


II. Basenfraktion. 


Die Phosphorwolframsaurefallung wurde nach der von Shi- 
mizu (1921) modifizierten Methode von Kriiger (1899, 1902) u. 
Kossel u. Kutscher (1900) bearbeitet und zwar die Basenlésung 
dureh Fallung mittelst Silbernitratlésung in zwei Fraktionen 
getrennt, wobei die Fallungsfraktion Purinbasen und die Filtrat- 
fraktion Hexonbasen enthalten sollten. 


1) Purinbasen. 
Aus der Silbernitratfallung wurde nach dem Verfahren von 
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Shimizu Xanthin frei, Adenin u. Hypoxanthin als Pikrat isoliert 
und zum Teil durch Analyse identifiziert, wie aus den Tabellen I 
und III ersichtlich ist. 


TABELLE III. 


P Krystall- | Zer- b sper ; 

Basen peed wert ort 9 Analysedaten 
Adenin-pikrat gelbe 289°C 0,0545 ¢ Subst.: 11,93 cem N/10 HeSOx 
CsH;Ns'CsH2(NO:);0H| Nadeln | — : Ber. N 30,78% Gef. N 30,65% 
Hypoxanthin-pikrat goldgelbe | oog°g 

ire» i Tafeln E 
Xanthin Parel 0,0365¢ Subst.: 9,57¢em N/10 HeSO. 
afeln 
CsH:O2N, Ber. N 36,85% Gef. N 36,71% 


2) Hexonbasen. 


Aus dem Filtrat der Purinbasenfallung wurde /-Histidin durch 
Fallung erst mittelst Silbernitrat u. Baryt, dann mittelst Sublimat 
u. Baryt und endlich als Pikrolonat isohert. Ein gelber prismati- 
scher Krystall vom Zersetzungspunkt 265°. 


3,310, 2,760 mg Subst.: 0,666, 0,551 cem N (30°, 30°, 758, 760 mm) 
CcoH»NsO2 ( C1oHsNiOs) 2 


Ber. N- 22;55% 


Gef. ” 22,61” 22,51% 
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INTRODUCTION. 


Twenty years ago Nagai (1922) studied the effect of some 
inorganie salts on a tryptic activity and pointed out that poly- 
valent cation retarded the action of trypsin, while conversely poly- 
valent anion brought about its activation. More recently the 
influence of various salts on a tryptic digestion was studied by 
many authors, such as Grassmann, Dyckerhoff and Schoen- 
beck (1929), Michaelis and Stern (1931), Clifford (1933), 
Vonk, Roelofson and Romijn (1933), Farber and Wynne 
(1935). Much discrepancy was, however, observed in the results 
obtained by these authors. 

In studying the relative cleavability of various protems by 
trypsin, papain and pepsin, Nakamura(1940) and Uchino(1940) 
compared the initial rate of hydrolysis, since the split products 
of proteolysis exert an inhibitory effect on the enzyme activity. 
They thus endeavoured to get a true phase of the relative rates of 
an enzymic breakdown of proteins. The present investigation was 
carried out from a similar point of view and deals with the effect 
of the addition of various inorganic salts on the initial digestion 
rate of casein by means of trypsin. 


EXPERIMENTAL PROCEDURE. 


Casein according to Hammarsten (Merck) was employed 
as a substrate. It contained 9.65 per cent moisture and gave 
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N, 14.64% of dry weight. 

Trypsin and enterokinase were prepared by the method of 
Waldsehmidt-Leitz and his co-workers, described in “Bertho- 
Grassmanun’s Biochemisches Praktikum”. 

Into each of six conical flasks were added 1.0 ce. of the trypsin 
and enterokinase solution and the flasks were kept in a thermostat 
at 30°C for 30 minutes for activation. Into the flasks were then 
added 2.0 ce. of 1M glycine-NaOH buffer of different pH, 2.0 ce. 
of salt solution of varying concentration and 4.0 ce. of 2 per cent 
casein solution, the buffer and the substrate solution having been 
previously warmed to 30°C. The flasks were placed in a thermostat 
at 30°C. One of the flasks was immediately titrated and with 
four flasks further titrations were carried out after the lapse of 
10, 20, 40 and 80 minutes respectively. The titrations were ac- 
complished by the formol titration method, using 7/5 NaOH solu- 
tion. In this way, the time course of the tryptic digestion in the 
presence of various salts was followed. The solution in the remain- 
ing flask was used for the electrometrical determination of pH. 
Two fold control experiments, which were performed, using water 
in place of enzyme on the one hand and using water in place of 
substrate on the other, gave always negligible results. 

It was observed that, on adding some kind of salt a considerable 
shift of pH takes place, irrespective of the presence of glycine- 
NaOH buffer in the reaction mixture. Accordingly, the pH of the 
reaction fluids was always determined with a special precaution 
and, whenever any shift of pH occured, the buffer was so adjusted 
that the required pH of the medium was attained. The effect of 
salts was thus examined at different pH of the medium as well as 
at a varying concentration. In cases, where a turbidity due to 
the precipitation of casein, especially by polyvalent ions, has appear- 
ed, the experiments were not carried out, since the initial digestion 
rate could not be determined with accuracy. 


EXPERIMENTAL RESULTS. 


1. Control experiment without salts. The initial digestion 
rate of casein by trypsin was at. first determined in the absence 
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of salts and at a different pH value of the medium. The results 
are shown in Fig. 1. 
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As can be seen from the figure, the highest initial hydrolysis 
rate of casein was attained at pH 9.0. In all the following ex- 
periments, this digestion rate of casein without salts was taken as 
standard. As often as new enzyme or enterokinase solutions were 
prepared, the activity of these preparations was tested in this 
manner and the values obtained were taken as a standard. 

2. Effect of NaCl, KCl, MgCle, CaCle, BaClz, AlCl3;, NaNOs, 
NaoSO4 and NazHPO, on the tryptic activity. The effect of these 
salts on the tryptic digestion of casein was examined at a different 
pH of the medium as well as at a varying concentration of the 
salts. Not only these salts, but also all the other salts tested in the 
following sections were found to cause no marked shift of optimum 
pH for the action of trypsin. Accordingly, the comparison was made 
on the influence of the salts at pH 9.0. In order to express the 


94 K. Sugai: 


relative effects of the salts, the digestion rate of casein without salt, 
as mentioned in the preceding experiment, was taken as a standard 
and the value 100 was assigned to it. In Table I are given the 
relative effects of the salts thus calculated on the tryptic activity. 


TABLE I, 
Influence of NaCl, KCl, MgCl, CaCl, BaCle, AlCls, NaNOs, NazSOs 
and NasHPO; on the tryptic activity. 
(control = 100) 


Concentrations Time in minutes 

Salts of salt added pH 

(mol) 10 20 40 80 
FO LO? 100.0 102.9 100.0 101.8 8.94 
NaCl eal jee 96.0 97.1 190.0 100.0 8.98 
ss To 96.0 97.1 97.8 100.0 9.02 
5.0x 107 88.0 91.4 | 95.6 98.2 8.96 
KCl 2b rae 92.0 94.3 95.6 98.2 8.98 
Ses calms 100.9 97.1 97.8 100.0 9.02 
1.25 x 10s 100.0 100.0 100.0 101.8 9.06 
MgCl. Fal lies wy ce 100.0 94.3 97.8 101.8 9.03 
Huse Oe 100.0 97.1 100.0 101.8 9.08 
AO isco Ome 92.0 100.0 j; 102.2 98.2 8.88 
CaCle Sil iSevei lee 95.5 100.0 97.8 98.2 9.03 
feClexalOm 88.0 100.0 97.8 98.2 9.06 
eo a Oe 96.0 94.3 95.6 96.4 8.89 
BaCle Byes pve 90 aa 104.9 100.0 95.6 94.5 9.15 
et 1. dts [ies 100.0 97.1. 97.8 100.0 8.98 
7 Sle Ons 104.0 102.9 100.0 101.8 8.97 
3.13 x 10~ oa ba 108.6 pia la ksh 109.1 9.02 
AICls 1.56 x LON 104.0 102.9 104.4 103.6 8.95 
7.81 x:1074 104.0 102.9 106.7 105.5 8.97 
yA Vins ed I) 100.0 100.0 100.0 100.0 8.98 
NaNOs 5.OuxX 104 100.0 100.0 100.0 100.0 9.01 
INOS Oes 96.0 100.0 100.0 100.0 9.03 
2459 0xVKO;* 104.3 103.0 95.9 93.3 8.96 
NazSOx T5610 104.3 103.0 95.9 95.0 9.14 
7.81 x 10+ 117.4 109.1 95.9 95.0 9.17 
Toei Oe 104.0 100.0 100.0 96.4 9.08 
NavsHPO, 3.18 x 107° 104.0 100.0 100.0 98.2 9.06 
7.8. X10 — 100.0 100.0 100.0 109.0 9.06 


ET 
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It is clear from the table that the activity of trypsin is com- 
pletely unaffected by these salts, except in the case of aluminium 
chloride, which was found to accelerate the action of trypsin to 
some extent. 

3. Effect of manganese, ion, cobalt and nickel salts on the 
tryptic activity. The effect of the addition of MnSO4, FeSOx,, 
FeCls, CoSO4 and NiSO, was then examined in exactly the same 
manner as described in the foregoing section. In Table II are 
given the relative effects of Mn, Fe, Co and Ni salts. In Fig. 2 
are summarized the effects of these salts after 40 minutes of diges- 
tion.. The ordinate in the figure denotes the activation or inhibi- 
tion of the tryptic activity in comparison with the control experi- 
ment without salts and the abscissa represents the log molar concen- 
tration of salts in the reaction mixture. The effect of aluminium 
chloride is also given in the figure. 
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TABLE II. 
Influence of Mn, Fe, Co and Ni salts on the tryptic activity. 
(control = 100) 


Concentrations Time in minutes 
Salts of salt'added™ |= =~ 4 =a cane an pH 
(mol) 10 20 40 80 

6.25 x 107% 109.1 118.2 120.0 115.6 9.12 

MnSO, 1.56 x 10% 104.8 109.1 11333 108.8 8.90 
8.91 x10 100.0 103.0 106.7 101.8 8.96 

1.56 x 10° 150.9 133.3 125.0 123.2 9.16 

FeSO: Taste ine 108.3 105.6 ia wens 117.9 8.99 
3.91 x10* 125.0 113.9 110.4 1126 9.08 

1.04 x 10° 129.0 108.3 127.1 125.0 8.90 

FeCls Spell On- ALAS 105.6 112.5 117.9 8.98 
2.60 x 10+ 95.8 105.6 108.3 110.7 8.91 

Te Sueel me 108.0 120.0 124.4 116.4 8.99 

CoSQ,. 3.91 x10 104.0 105.7 102.2 110.9 9.00 
1.95 x 10* 100.0 97.1 106.7 103.6 8.94 

6.255610 118.2 118.2 115.6 114.0 9.04 

NiSO: 156 5C10n 109.1 109.1 108.9 105.3 8.95 
ich eaOr 95.5 106.1 104.4 101.8 8.99 


It will be seen from the table and the figure that the presence 
of manganese, iron, cobalt and nickel salts markedly accerelates 
the action of trypsin, and that the degree of accerelation increases 
with the salt concentration. Moreover, in the case of iron salts 
it was found that both ferrous and ferric salts are able to cause 
the activation of the enzyme to approximately the same extent. 

4. Effect of copper, silver, zinc, mercury and lead salts on 
the tryptic activity. In this section, the effect of CuSO, CuCls, 
AgNOs, ZnCle, HgCle and lead acetate on the tryptic digestion was 
examined. Table III shows the relative effect of these salts and 
in Fig. 3 are summarized the effect of the salts after the lapse of 
40 minutes. 

Table III and Fig. 3 show us clearly that Cu, Ag, Zn, He 
and Pb salts exert an inhibitory effect on the action of trypsin. 
An especially striking inhibition at a relatively low concentration 
was noted in the case of silver nitrate. 


ee 


—~ Activation %) 


Inhibition(%) —- 


Studies on Protease.—VI. 


oF 


5 -4 soe = 2 
Lag molar concentration ot salts. 
Fig. 3. 
Tas_eE III. 


Influence of Cu, Ag, Zn, Hg and Pb salts on the tryptic activity. 
(costrol = 100) 


Concentrations Time in minutes 
Salts Cofsairadded | pH 
(anol) 10 20 40 Nie) 

6225 105° 95.7 90.9 86.7 83.3 9.0 
CuSO, 1.56 x 10° 100.0 97.0 95.6 88.3 8.93 
7.81 x10° 104.3 100.0 97.8 90.0 9.07 

1.5654 105% 88.3 74.8 84.4 83.9 9.0 
CuCl. TS 56 10s Sars 74.8 84.4 85.7 9.01 
3.91 x 10 95.8 97.0 97.8 92.9 9.08 
3.91 x 10* 68.2 66.7 66.7 61.4 8.91 
9.76 x 10° 81.8 66.7 66.7 61.4 8.14 
AgNO; 2.44 x 10° 63.6 66.9 (333 68.4 9.02 
12295<61-0= 68.2 75.8 84.4 87.7 9.05 
6.10 x 107°° 100.6 97.0 100.0 96.5 8.96 

6.25 x 10° 81.5 80.0 79,2 85.2 9.9 
ZnCl I KosaKme 77.8 TOTES 83.1 88.5 8.90 
7.81 x10* 108.0 102.5 94.3 96.7 9.13 
1.56 x 107 85.0 83.9 81.8 55 9.09 
HgCle 7.81 x 107 95.0 | 903 | 886 | 849 |, 8.91 

6.25 x 102 84.0 88.6 91.1 92. 9.0 

Pb(C2H302)2 156 x 107 80.0 85.7 88.9 90.9 9.0 
3.91 x 10% 96.0 97.1 97.8 98.2 8.88 
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5. Effect of KON and various complex ion salts on the 
tryptic activity. The effects of potassium cyanide, KCN, potassium 
ferrocyanide, K,yFe(CN)., potassium ferricyanide, K3Fe(CN)6, 
ferrous ammoniumsulfate, FeSO4:(NH4)2SO4, ammonium ferric 
alum, NHyFe(S04)2 and sodium nitroprusside, Na2[Fe(CN)sNO] 
on the trypsin are given in Table IV. In Fig. 4 is recorded the 
influence of these salts after 40 minutes digestion. 


TABLE LV. 
Influence of KCN and various complex iron salts on the tryptic activity. 
(control = 100) 


Concentrations Time in minutes 
Salts of salt added pH 
(mol) 10 20 40 80 

25 x lO 60.0 67.7 W035 77.4 9.27 
KON 323 ShOs 90.0 90.3 88.6 88.7 9.12 
1 565< 10 100.0 93.5 88.9 94.3 9.08 
Testa Oae 100.0 96.8 100.0 101.9 9.03 
0) 04 64.5 76.2 79.3 {fifa 9.16 
1.25 x10? 71.0 78.6 75.9 771 9.14 
K.Fe(CN)s Beleise ee 80.6 90.5 82.8 81.4 9.03 
un can ee 71.0 73.8 82.8 84.3 8.85 
3.98% 10 77.4 88.1 82.8 94.3 9.18 

125 x 102 132.0 134.3 128.9 121.8 9.0 

AO Sala hos 13.0 128.6 1222 116.4 9.0 
KangON)s 781x10* | 128.0 | 128.6 | 120.0 | 1091 | 8.93 
1.95 x 107* 112.0 114.3 cea lay 105.5 9.01 


Sebo <ul Oe 150.8 140.0 125.0 118.6 8.99 
FeSOs(NHs)2SO. 7.81 x 10 135.7 130.0 116.1 114.3 9.06 
3.91 x 10 AAT.9 125.0 £125 110.0 8.98 


323 x 107° 125.0 132.5 121.4 118.6 9.0 
NH: Fe(SO,)e 7.81 x 10% 107.1 110.0 107.1 107.1 8.9 
Boot x41 09F 100.0 102.5 105.4 104.3 8.98 


BG Om 125.0 117.5 107.3 107.1 9.10 
Nazs[Fe(CN);NO] 7.81 x 10-* TAY -9 105.0 105.4 105.7 8.97 
95 Xi0e= L071 100.0 98.2 100.0 8.91 


As is evident from the table and the figure, KCN and 
KyFe(CN)¢ retard the action of trypsin, whereas other complex 
iron salts, such as potassium ferricyanide, ferrous ammonium sul- 
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Fig. 4. 


fate, ammonium ferric alum and sodium nitroprusside cause the 
acceleration of the enzyme action. 


SUMMARY. 


An attempt was made to examine the effects of various 
inorganic salts on the initial hydrolysis rate of casein by means of 
trypsin. The experiments were carried out at different pH values 
of the medium and with the addition of varying amounts of salts 

1. NaCl, KCl, MgCle, CaCle, BaCle, NaNOs3, NasSO, and 
Na2HPO, were found to exert no marked influence on the action 
of trypsin, whereas AICls accerelated the tryptic activity to some 


extent. 
2. Manganese, iron, cobalt and nickel salts markedly accere- 
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late the action of trypsin. Ferrous and ferric salts cause the 
activation of the enzyme to nearly the same extent. 

3. Copper, silver, zinc, mercury and lead salts exert an 
inhibitory effect on the tryptic digestion. Especially striking 
retardation was brought about by the silver salt at a relatively 
low concentration. 

4. Potassium cyanide and potassium ferrocyanide inhibit the 
action of trypsin, while potassium ferricyanide, ferrous ammonium 
sulfate, ammonium ferric alum and sodium nitroprusside activate 
the action of the enzyme. 

In conclusion the author wishes to express his grateful thanks 
to Prof. Dr. T. Uchino for his kind direction throughout this 
investigation. 


The expence of this research has been defrayed from the 
Scientific Research Expenditure of the Department of Education. 


T. Uchino. 
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UBER DIE VERTEILUNG DES KRYPTOXANTHINS 
IN PFLANZLICHEN GEWEBEN. I. 


VON 


MASANOBU AJISAKA. 


= (Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts 
zw Tokyo. Direktor: Dr. Akiji Fujita.) 


(Hingegangen am 22. April 1942.) 


Die Ergebnisse der Bestimmungen iiber die Verteilung des 
Kryptoxanthins in pflanzlichen Geweben werden im folgenden 
berichtet. Die Bestimmungsmethode ist schon von mir in der 
vorangehenden Arbeit ausfiihrlich beschrieben worden (Ajisaka 
1942). Jedesmal habe ich gleichzeitig den Gehalt an Gesamtecarotin 
bestimmt und die relativen Mengenverhialtnisse des Kryptoxanthins 
za den Carotinen berechnet, um zu erfahren, wie jedes Carotinoid 
in den betreffenden Geweben an der Vitamin A-Wirkung teilnimmt. 
Bei einigen Fallen habe ich ausserdem durch Chromatographie an 
Ca(OH). den Gehalt an @-, f-bzw. y-Carotin fraktioniert bestimmt. 
Uber die Methodik vergl. Fujita, Narita und Ajisaka 1940. 
In den Tabellen ist der Prozentgehalt des «-bzw. y-Carotins vom 
_ Gesamtcarotin angegeben. Hine nennenswerte Menge y-Carotin 
konnte ich bisher nur bei Mohrriiben finden. 

Von allen pflanzlichen Geweben, die ich untersucht habe, war 
Kryptoxanthin am meisten in den Kelchen der reifen Friichte von 
,,anbahézuki“ enthalten und zwar 73mg%. Kryptoxanthin stellt 
dabei das hauptsachliche Provitamin A dar. (Vgl. Tabelle I). In 
Fruchtschale und -fleisech desselben ist aber Kryptoxanthin 
bedeutend weniger nachweisbar. In wunreifen Friichten ist die 
Kryptoxanthinmenge in den Kelchen sehr gering und die Carotine 
sind verhaltnismissig reichlicher vorhanden und zwar 2 bis 4mal 


1) Der Gesellschaft ,,Nippon Gakuzyutu-Sinkékai‘ danken wir fiir die 
Unterstiitzung dieser Arbeit, die vorliufig am 22. Oktober 1941 auf dem Bio- 
chemischen Kongress zu Kumamoto mitgeteilt wurde (A. Fujita). 
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soviel Carotine als Kryptoxanthin. Den niachstgrésste Gehalt an 
Kryptoxanthin fand ich in den trocknen Schoten von ,,Tdgarasi“. 
Aber bei frischen Friichten, besonders den unreifen, war der Gehalt 
an Carotinoiden bei weitem kleiner. Sehr auffallend ist der 
Befund an Kiirbis (,,Kabotya“), bei dem die Carotine im Zentral- 
teil besonders reichlich und zwar etwa 100 bis 300mal soviel als 
Kryptoxanthin enthalten sind. Von Carotinen macht a-Carotin 
dabei merkwiirdigerweise im Gegensatz zu vielen pflanzlichen 
Geweben etwa die Hilfte des Gesamtcarotins aus. Unter den 
Getreidekérnern besteht das Provitamin A bei der orangeroten Art 
des Mais hauptsachlich aus Kryptoxanthin. Bei der gelben Art 
desselben sowie bei Kolbenhirse (,,Awa“) war eine kleine Menge 
Carotine, aber keine Spur Kryptoxanthin naechweisbar (Vel. 
Tabelle IT). 

Unter den Obstarten ist es sehr auffallend, dass fast alle 
Citronenarten verhaltnismassig mehr Kryptoxanthin enthalten als 
Carotine und zwar 3 bis 100mal soviel und der Gehalt des ersteren 
in den Schalen viel grosser ist, als in Fruchtfleisch (ausschliesslich 
Endoearp.) Bei ,,Biwa‘ ist der Kryptoxanthingehalt ziemlich 
gross und in Schalen und Fruchtfleisch etwa gleichmassig verteilt, 
wahrend Carotine dabei in den Schalen besonders konzentriert 
vorkommt, wie ich schon hervorgehoben habe (Ajisaka 1940). 
Bei den tibrigen Obstarten ist der Gehalt an Kryptoxanthin sehr 
gerine. (Vel. Tabelle III). 

Blatter enthalten etwa 30 bis 70mal soviel Carotine wie 
Kryptoxanthin. Der Gehalt an Kryptoxanthin ist etwa 0,1 bis 
0,4me%. (Vel. Tabelle IV). 

In den Wurzeln wird Kryptoxanthin sehr wenig gefunden. 
Bei Mohrriiben ist der Gehalt an Carotinen etwa 40 bis 200 mal 
erosser als der des Kryptoxanthins (Vgl. Tabelle V). 

Von den Blumenblattern, die ich untersucht habe, ist der 
Gehalt an Kryptoxanthin in Kiirbis und Sonnenblume ziemlich 
gross und zwar ungefahr gleich dem der Carotine. Bei sonstigen 
gelben Blumenblattern konnte ich Kryptoxanthin kaum nachweisen 
(Vel. Tabelle VI). 

Bei Algen und Teearten ist neben den Carotinen auch 
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Kryptoxanthin nachweisbar. Der Gehalt des ersteren ist etwa 10 
bis 30mal so gross als der des letzteren. (Vel. Tabelle VII). 

Diese Arbeit wurde auf Veranlassung und unter Leitung von 
Herrn Dr. A. Fujita ausgefiihrt, welchem ich an dieser Stelle 
bestens danke. 
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UBER DIE LEZITHINSPALTENDEN FERMENTE. 


Von 


SHUNJI NOGUCHI. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. 8S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 7. Juni 1942.) 


Uber das lezithinspaltende Ferment, Lezithase, legt bereits 
eine grosse Reihe von experimentellen Untersuchungen vor. Im 
Anschluss an die Arbeit von Akamatsu (1923), der die Phosphor- 
saureabspaltung aus Lezithin durch Takadiastase bewiesen hat, 
beobachtete Kay (1926) im Nierenextrakt die Anwesenheit einer 
schwachen Lezithase, die das Lezithin bei Pu 7,4 optimal dephos- 
phoriert. Dieselbe Fermentwirkung wurde von King und Page 
(1930) und King (1931) im Nieren- und Darmschleimhautextrakt 
gefunden. Die Dephosphorierung des Lezithins wurde spater von 
Udagawa (1935) untersucht. Die fermentative Fettsiureabspal- 
tung aus Lezithin wurde aber eigentlich friiher, den Phoshpatasen- 
studien vorangehend, erforscht. Delezenne und Fourneau 
(1914) und Levene, Rolf und Simms (1924) haben die Lyso- 
lezithinbildung aus Kigelb durch Kobragift berichtet. Die Existenz 
eines solchen Ferments beschrankt sich aber nicht nur auf die 
Schlangengifte. Belfanti und Arnaudi (1932) und Nikuni 
(1982) fanden das Ferment auch im Pankreasextrakt und 
Belfanti und Arnaudi (1934) und Ogawa (1936) haben tber 
die Herstellung dieses Pankreasferments berichtet. Die weitere 
Fettsiureabspaltung aus dem Lysolezithin wurde von Contardi 
und. Ereoli (1933) zum Versuch aufgenommen. Nach diesen 
Autoren ist die Lezithase in zwei Gruppen, namlich A und B, 
eingeteilt werden. Die Lezithase A liefert aus dem Lezithin je 
ein Molekiil Fettsiure und Lysolezithin, wahrend die Lezithase B 
aus dem lLysolezithin weiter ein anderes Fettsduremolekiil ab- 
spaltet, sie ist aber auch fihig zwei Molekiile Fettsdure aus dem 
Lezithin selbst abzulésen. Der Verfasser hat unter Leitung von 
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Prof. Akamatsu die fermentative Fettsaureabspaltung aus 
Lezithin untersucht und konnte die Trennung des aus dem 
Lezithin Lysolezithin bildenen Ferments, Lezithase oder Phospholi- 
pase <A, einerseits und des Lysolezithin abbauenden Ferments, 
Lezithase oder Phospholipase B, andererseits erreichen. Das 
letztere Ferment ist auf das Lezithin selbst unwirksam, es hefert 
aber aus dem Lysolezithin unter Abspaltung eines Fettsauremole- 
kiils den Glyzerophosphorséurecholinester, der als Quecksilbersalz 
isoliert werden konnte. In dieser Mitteilung wird tber die Tren- 
nung von beiden Fermenten und ihre Higenschaften berichtet. 

Als das Herstellungsverfahren der Phospholipase nach Ogawa 
(1936) am Schweinepankreas angewandt wurde, konnte Verfasser 
ein kraftiges Fermentpulver wie aus dem Pferdepankreas nicht 
gewinnen. Es wurde deshalb die Extraktion mittels Rohrzucker- 
lésung, die bei uns schon oft z.B. zur Isolierung der Glycin- 
benzoaeylase (Mori, 1939), Histidase (Takeuchi, 1941) u.a. 
gebrauchlich war, versucht und durch fraktionierende Azeton- 
fallung des Extrakts das Ferment als trockenes Pulver bereitet 
(Versuch ITA). Die Wirksamkeit dieses Ferments wurde durch 
hamolytische Erscheinung festgestellt, die dann auftritt, wenn die 
vom Ferment bei 37° angegriffene Lezithinldsung mit dem gleichen 
Volumen 2% KEHrythrozytenaufschwemmung gemischt und bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen wird. 

Als das bei Pu 7,0 angestellte Lezithinhydrolysat, um die 
Zeit bis zum Auftreten der totalen Hamolyse zu messen, mit 
Erythrozytensuspension gemischt wurde, war ein interessantes 
Verhaltnis bemerkbar, indem namlich jene gemessenen Zeiten nach 
den Tierarten verschieden waren (Versuch IB,). Sie war am 
langsten bei der Ziege und die Reihenfolee war weiter Ziege > 
Kaninchen > Hund > Meerschweinchen. Dasselbe Zeitverhaltnis 
wurde auch beobachtet, als das Gemisch der Lezithin- und Ery- 
throzytensuspension bei 37° mit Fermentlésung versetzt und der 
Auftritt der totalen Hamolyse gemessen wurde (Versuch I Bo). 

Um die Ursache dieses merkwiirdigen Ergebnisses aufzukliren, 
wurde Lysolezithin zuerst aus Higelb mittels Habu-Gifts bereitet 
und sein hamolytisches Vermégen gegen verschiedene Erythrozyten 
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gepriift (Versuch 1C). Uber die priparative Herstellung des 
Lysolezithins mittels Pankreasferments wird spiiter  berichtet 
werden. Die Zeit der totalen Hamolyse durch eine sehr verdiinnte 
Lysolezithinlésung war nicht gleich; sie war bei Kaninchen am 
langsten. Die Reihenfolge war Kaninchen > Ziege > Hund > 
Meerschweinchen, sie war also verschieden von dem Fall durch das 
fermentative einstiindige Lezithinhydrolysat.. In diesem Hydro- 
“lysat war aber ausser dem Lysolezithin noch Olsiure sowie nicht 
angegriffenes Lezithin vorhanden. Die Beeinflussbarkeit der 
Hamolysenzeit durch diese beiden Substanzen wurde daher unter- 
sucht. Olsaures Natrium iibt wie allbekannt wegen seiner Ober- 
flachenaktivitaét eine haimolytische Wirkung aus. Die Zeit bis zur 
totalen Hamolyse war beim Hund am lingsten; die Reihenfolge 
war Hund > Ziege > Kaninchen > Meerschweinchen. Sie weicht 
wieder ganz von den oben erwadhnten Fallen ab. Als Lysolezithin 
aber mit der aquivaienten Menge Natriumoleat versetzt wurde, 
ausserte das Gemisch bei Anwesenheit des Lezithins jene Reihen- 
folge der Hamolysenzeit wie beim fermentativen Lezithinhydro- 
lysat, nadmlich Ziege > Kaninchen > Hund > Meerschweinchen. 
Sie war auch wohl ohne Lezithinzusatz bemerkbar, konnte jedoch 
dureh die Héamolyseverzdgernde Wirkung des _ beigemischten 
Lezithins deutlicher gemacht werden. Das Wesen des variierenden 
Verhaltens der verschiedenen Erythrozyten gegen Lysolezithin und 
Olsiure wissen wir nicht. Mit der Erniedrigung der Ober- 
flichspannung allein hat es nichts zu tun. Es handelt sich 
moeglicherweise um die physikalische sowie chemische Struktur der 
Stromata der verschiedenen Tiere. Jedenfalls riihrt jene Reihen- 
folge der Hamolysenzeit beim fermentativen Lezithinhydrolysat 
sicher daher, dass das gebildete Lysolezithin mit Olsiiure und 
ausserdem mit dem noch nicht gespaltenen Lezithin gemischt 
worden war. Verfasser hat daher bei den nachherigen Versuchen 
immer Hrythrozyten von 4 Tierarten gebraucht, wobei betreffs der 
himolytischen Reihenfolge kein widersprechendes Hrgebnis gewon- 
nen wurde. 

Bei dem nichsten Versuch iiber die Hitzebestandigkeit des 
Pankreasferments stiess Verfasser auf einen unerwarteten Befund. 
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Als namlich die Fermentlésung bei Px 7,0 vorher eine halbe Stunde 
bei 40°, 50° und 60° erwarmt wurde, verspiitete sich die Hamolyse 
durch das Lezithinhydrolysat umsomehr, je hoher die Temperatur 
der vorherigen Erwirmung war (Versuch ID). Die Hamolysen- 
zeit verlingerte sich aber bei 70° Erwairmung nicht mehr weiter, 
sondern wurde dabei sogar verkiirzt. Die Verkiirzung erreichte 
das Minimum mit der auf 80° erwarmten Fermentlésung; bei den 
noch stirker erwirmten Losungen wurde jedoch eine dementsprend 
wieder zunehmende Verziégerung der Hiaimolyse beobachtet. Aber 
selbst bei 90° oder 100° Erwarmung verschwand die Ferment- 
wirkung nicht ginzlich. Uber die hohe Thermostabilitaét der 
Lezithase von Schlangengift haben schon Flexner und Noguchi 
(1901) und Hughes (1935) berichtet. Die Inaktivierungs- 
temperatur der Pankreaslezithase war nach Belfanti wnd 
Arnaudi (1932) 58°-60°.. Ogawa (1936) hat dagegen eine hohe 
Bestandigkeit seiner Fermentlosung gegen Erwarmung angegeben, 
die aber durch beigemischtes Eiweis stark beeintrachtigt werden 
konnte. Das Fermentpraparat von Ogawa war sicher an dem 
begleitenden Protein armer als mein Praparat, was vielleicht 
der Verwendung der Rohrzuckerlosung zur Fermentextraktion 
zugeschrieben werden kann. Den Verfasser interessierte nun die 
Frage, warum die auf 80° erwairmte Fermentlosung noch die fast 
eleiche Lysolezithinbildung wie die nicht erwirmte Liésung austiben 
konnte. Die Ursache liegt darin, dass das einmal fermentativ 
eebildete Lysolezithin durch ein anderes Ferment, das sich nachher 
als die Phospholipase B herausgestellt hat, weiter abgebaut wird 
und dass dieses Ferment bei Erwarmen auf 80° inaktiviert wird. 
In der Tat konnte durch die Wirkung des Pankreasferments jene 
hamolytische Wirkung des Lysolezithins aufgehoben werden. Die 
auf 80° erwarmte Fermentlésung verinderte dagegen das Lyso- 
lezithin nicht mehr (Versuch I BE). 

Mein Fermentpraparat aus Schweinepankreas enthielt also 
ausser der Phospholipase A ein zweites Ferment, das das Lyso- 
lezithin weiter aufzuspalten imstande ist. Dieses Praparat wurde 
aber, nach Yoshida (1941) auf Di-p-nitrophenolphosphat bei 
Pu 3,2, 5,6, 7,0 und 9,0 gepriift, als frei von Phosphodiesterase 
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bewiesen (Versuch IF). Der Lysolezithinabbau muss also durch 
Abspalten des Fettsiurerestes stattfinden. Zur praparativen Her- 
stellung des Lysolezithins mittels meines Pankreasferments war 
darum das vorherige Erwirmen der Fermentlisung zweckmissig. 
Verfasser hat auf solehe Weise das Lysolezithin aus Higelb her- 
gestellt (Versuch IG). Die Studien iiber die Phospholipase B 
wurden dann mit diesem Lysolezithin gemacht. 

Zuerst wurde das Vorkommen der Phospholipase B im 
Kaninchenorganen untersucht. Der Lungenextrakt konnte das 
Lysolezithin spalten, wihrend Niere, Milz, Darmschleimhaut und 
Leber-Extrakt darauf unwirksam waren (Versuch II A). Das 
Ferment im Lungenextrakt konnte weiter durch isoelektrische 
Fallung des begleitenden Hiweisses teilweise gereinigt werden 
(Versuch IIB,). Das demfolgende Ammoniumsulfatverfahren 
ergab, dass das Ferment in Globulinfraktion vorhanden war 
(Versuch IIT Bos). Die Fermentfallung durch Ammoniumsulfat- 
halbsattigung wurde noch zweimal wiederholt, wodurch die 
Fermentlo6sung so endlich lpasefrei gemacht werden konnte 
(Versuch II By). Sie machte das Lysolezithin nach kurzer Hin- 
wirkung hamolytisch unwirksam (Versuch II Bs), wurde aber bei 
Erwarmen ihrer Losung auf 60° inaktiviert (Versuch II C). Die 
Phospholipase B sowie ihre auf 60° erwarmte Losung waren nicht 
fahig, aus dem Lezithin irgendeine hamolytisch aktive Substanz 
zu erzeugen (Versuch IID). Die Phospholipase B konute also 
frei von der A hergestellt werden. 

Das Pu-Optimum der Phospholipase B war 6,8 (Versuch II E). 
Contardi und Ercoli (1933) haben aus Reiskleie die Lezithase 
B hergestellt, die aber auch aus dem Lezithin Fettsaure abspalten 
konnte. Die optimale Aziditaét dieses pflanzlichen Ferments war 
nach den Autoren 3,3. Es handelt sich hier moglicherweise um 
Isodynamie des Ferments. Diese pflanzliche Lezithase B konnte 
aber ein Gemisch von Phospholipase A+B sein. 

Das Pu-Optimum der nicht erwarmten sowie erwarmten 
Pankreasphospholipase A wurde dagegen bei Pu 10,1 gefunden 
(Versuch II Fy2). Nach Ogawa (1936) was es Pu 9,4, wahrend 
von Belfanti und Arnaudi (1932) PH 6,8-7,0 als Optimum 
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angegeben wurde. Mein Ergebnis stimmt also mit dem von Ogawa 
liberein. 

Die Spezifitat der Phospholipase B wurde dann durch die 
chemische Untersuchung der Spaltprodukte untersucht. Die 
gereinigte Fermentlosung war frei von der Phosphodiesterase. 
Man kann also als die Spaltprodukte des Lysolezithins die gesattigte 
Fettsiure und den Glyzerophosphorsaurecholinester erwarten. Aus 
1g Lysolezithin, das durch gereinigtes Lungenferment bis zum 
Verschwinden der hamolytischen Wirkung abgebaut wurde, konn- 
ten in der Tat 0,19¢@ Palmitinséure-Stearinséuregemisch von 
Schmelzpunkt 54° und 0,2¢ Quecksilber-Glyzerophosphorsaure- 
cholinester-chlorhydrat isoliert werden (Versuch II G). 


EXPERIMENTELLER TEI. 


Lezithin, Lysolezithin sowie Fermentpulver wurden in physio- 
logischer (0,85%) Kochsalzlésung gelést und mit 0,4% Natron- 
lauge neutralisiert. 

Das Lezithin wurde nach Sueyoshi (19381) aus Higelb her- 
eestellt. 

Die Lysolezithindarstellung mittels Schlangengifts war fol- 
gende. 20 Stiick Higelb in 400cem M/15 Phosphatgemisch (PH 
7,0) wurde mit 0,lg Habugift und 8cem Toluol versetzt und 
als die Zunahme des hamolytischen Vermoégens nicht mehr bemerk- 
bar war, wurde die Hydrolysemischung nach Iwata (1931) weiter 
behandelt. Die Ausbeute des aus Pyridin umkrystallisierten 
Lysolezithins war 3g. 

Die P-Bestimmung nach Fiske u. Subbarow und N-Bestimmung 
nach Kjeldahl. 

Analyse des Lysolezithins: CoHs5NiOsP: (511) 
Berechnet P=6,07% N=2,73% 
Gefunden P=5,97% N=2,65% 

Das fiir die Darstellung gebrauchte Habu-Gift wurde uns von 
dem Forschungsinstitut ftir Infektionskrankheiten, Tokyo, itiber- 
lassen, woftir Verfasser Herrn Prof. Dr. Hosoya zu verbindlich- 
stem Dank verpflichtet ist. 

Die Versuchsanordnungen, namlich die Herstellung der Puffer- 
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losungen, ihre isotonische Neutralisation, die Priifung des hiimo- 
lytischen Vermégens u.s.w. waren dieselben wie bei den Versuchen 
von Ogawa (1936). Dariiber siehe seine Mitteilung. Die Zeit 
bis zur totalen Himolyse wurde einfachheitschalber in Stunden 
(°), Minuten (’) und Sekunden (”) bezeichnet, (—) bedeutet 
schwache oder keine Hamolyse in 24 Stunden. 


I. Panxreas-LezitHAsp. 
A) Herstellung. 


Frisches, gut gemahlenes Schweinepankreas wurde mit 2 
fachem Volumen 10%iger Rohrzuckerlosung itiber Nacht in dem 
Hisschrank digeriert und die zentrifugierte klare Fermentlésung 
mit 1,5 fachem Volumen Azeton vermischt. Die Niederschlag 
wurde zweimal mit Azeton, dann einmal mit Ather gewaschen. 
Das Fermentpulver wurde dann in Wasser gelost und nach Ent- 
fernung der unlodslichen Masse wurde die klare Lésung wieder, 
wie zuvor, mit Azeton gefallt und zu Pulver getrocknet. 


B) Aktivitat des Ferments. 


1) 0,25% Lezithin 1,0 cem 
Fermentlésung od. Wasser 2,0 » Pa 7,0 
Veronalpuffer 1,0 » 


Nach 1 stiindiger Fermentwirkung wurde 1,0 ccm davon mit 
gleichem Volumen 2% Blutzellenaufschwemmung gemischt und die 
Zeit bis zur totalen Hamolyse bei Zimmertemperatur gemessen. 


= 2 h 
Fermentlisung || 19%. |»! 05% 0,25% | 0,125% | 0,01% mune 
Ziege 5° 20° C=) i) (=) C=) 
Kaninchen Ate 9° 19°30’ (—) (-) (-) 
Hund 14’ 5° 15°20’ 23° =) (ih) 
Meerschweinchen 4’ 30° iy om 5°10’ (-) 
2) Lezithin (0,08%) 0,5 cem 
1% Fermentlosung 0,5 ” PH 7,0 
2% Blutzellenaufschwemmung 1,0 ” 
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Das Gemisech wurde im Wasserbad von 37°C erwarmt. Die 
Zeit der Totalhimolyse war wie folgt: Ziege, 15’; Kaninchen, 5’; 
Hund, 3’; Meerschweinchen, 2’. 


C) Auflisung der verschiedenen Erythrozyten durch 
neutrales Lysolezithin; Natriwmoleat- 
und Lezithinlosung. 


2cem Blutzellenaufschwemmung von 


Hamolysierende Fliissigkeit 


; Kanin- Meer- 
Ziege chen Hund schweinchen 
2,0 cem M/50000 Lysolezithin 20’ 1 14304 30” 
2,0 cem M/10000 Olsaures-Natr. 15h, 10’ 25° 37 
1,0 cem M/5000 Lysolezithin oe es Me 
1,0 cem M/5000 Olsaures-Natr. 3 138 1/20 1’10 
0,5 cem M/1000 Lysolezithin 
0,5 cem M/1000 Olsaures-Natr. 2° 4’ efi 0” 46” 
0,l eem 0,25% Lezithin 


D) Stabilitat der Fermentlosung bei verschiedener 
Temperatur. 
1% Fermentlésung wurde 30 Minuten bei unter anzugebender 
Temperatur erhitzt und folgende Versuche wurden angestellt. 


1% Lezithin 1,0 cem 
Fermentlosung 1,0 » 
Puffer (Pu 7,0) 4,0 ” 


Nach 1 stiindiger Fermentwirkung wurde jede Probe mit 2% 
Blutzellenaufschwemmung gemischt. 


ny - p Vor ° =o ° ° ° ° 
Temperatur Erhitediig 40°C | 50°C} 60°C | 70°C | 80°C} 90°C | 100°C 
Ziege DOSY 4° | (-—) | (-) ee OL 20S ee Coaa 
Kaninchen eon 0 BES YAl) ME | SBO easy 17’ | (-) 
Hund 10’ 18’ 1° | 3°30'}* 33" 4’ 12307 oe n6: 
Meerschweinchen 2730’ Aaa ee Panes OM ie ae 
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E) Spaltung des Lysolezithins durch das 
Pankreasferment. 


Fermentlosung od. Wasser 2,0 » 


0,02% Lysolezithin (ca. M/2500) 1,0 ccm 
PH 7,0 
Veronalpuffer a0) 


Nach 1 stiindiger Fermentwirkung wurde 1,0 cem davon mit 
gleichem Volumen 2% Blutzellenaufschwemmung gemischt. 


+ Fe = m : Ohne 
; H 2 259 
Fermentlésung 0,5% 0,25% 0,125% 0,066% Rdithent 
Ziege (—) 1°08’ 12’ 20” tte 
Kaninchen (-) 16’ if 20” gIR 
Hund a Ey ily Fay a Sas LON 
Meerschweinchen ay PRY ily 4’ 10” 10” 


Als die 1% Fermentlésung vorher auf 80° 30 Minuten erwirmt 
worden war, war die Hamolysenzeit dieselbe wie bei dem Versuch 
ohne Fermentzusatz. Das Lysolezithin blieb intakt. 


F) Phosphodiesterasewirkung des Pankreaspulvers. 


M/1000 Di-p-nitrophenol- 


phosphorsaures Calcium 5,0 eem 
1% Fermentlosung 10 7 
Puffer 4,0 » 
PERS, 2 4. ty Glykokoll-HCl 
Apap lave aie ORO: Essigsiure-Azetat 
PeeORpes on Phosphatgemische 
PH, 0xlodi Glykokoll-NaOH 


Nach 1-24 stiindiger Fermentwirkung war freies p-Nitrophenol 
kolorimetrisch bei keinem Ansatz nachweisbar. 


G) Lysolezithindarstellung mittels Pankreasferment. 

5 g Schweinepankreaslezithase wurden in 500 cem M/15 Phos- 
phatgemisch (Pu 7,0) geldst, 30 Minuten auf 80°C erhitzt, der 
entstandene Niederschlag abzentrifugiert, die klare tberstehende 
Fliissigkeit mit geschlagenem Higelb aus 20 Hiern und 3 eem Toluol 
versetzt und bei 37° aufbewahrt. Das weitere Verfahren war 
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gleich dem mit Schlangengift. Der Schmelzpunkt des umkrystal- 
lisierten Lysolezithins war 263°C (korr.). Ausbeute 2g. 
Analyse: CosH 50 Ni108P1 (511) 


Berechnet *© P=6,07% N=2,73% 
Gefunden P=5,95% N=2,70% 


Ii. PuHospHourpase B. 
A) Verbreitung des Lysolezithinspaltenden Ferments. 


Kaninchenorgane wurden gemahlen, in 4 fachem Volumen 
Wasser 2 Stunden digeriert und zentrifugiert. Der Extrakt wurde 
dann mit 10 facher Menge 0,85% Kochsalzlosung verdtinnt und 
als Fermentlosung gebraucht. 


0,02% Lysolezithin 1,0 eem 
Fermentlosung 2,0 » PH 150 
Puffer 1,0 » 


Nach 1 stiindiger Fermentwirkung wurde 1,0cem davon mit 
eleichem Volumen 2% Blutzellenaufschwemmung gemischt. 


Lunge Niere Milz Darm Leber Boonen 
Ziege 20° 30” sae 15” 15” 15” 
Kaninchen 9° igi 13S ihe 137” IY 
Hund | Dal 10” 10” 10” 10” LO” 
Meerschweinchen | a TO? 10” 10” 107 LOM 


B) Herstellung der Phospholipase B aus der 
Kaninchenlunge. 


1) Klarung des Extrakts. 

Gut gemahlene Kaninchenlunge wurde mit 4 fachem Volumen 
Wasser 2 Stunden digeriert und zentrifugiert. Die tiberstehende 
Flissigkeit wurde dann mit Essigsiure auf Pu 5,0 angesduert und 
nach Abzentrifugieren des Niederschlags neutralisiert. Beim - 
Fermentversuch nach der oben angegebener Vorschrift musste 
diese Losung noch aufs Vielfache mit 0,85% Kochsalzlésung 
verdunnt werden. 
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Verdiinnung 1:80 1:160 | 1:320 | 1: 640 pane 
Ferment 

Ziege (-) ie 10’ Asie Lisi 

Kaninchen (ram Oe ay BY Tes 

Hund 20° 1°30’ 2! 10” 10” 

Meerschweinchen Le 50’ ak 10” 10” 


2) Fraktionierung mit Ammoniumsulfat. 


Zur Reinigung des Ferments wurde der in gleicher Weise bei 
Pu 5,0 geklarte Lungenextrakt weiter mit Ammoniumsulfat halb- 
gesattigt. Die von der Globulinfraktion befreite Lésung wurde 
dann mit Ammoniumsulfat gesittigt. Man léste die Globulin-bzw. 
Albuminfraktion in der dem gebrauchten Extrakt gleichen Menge 
physiologischer Kochsalzlésung, dialysierte sie gegen 0,85%ige 
Kochsalzl6sung bis zum nachsten Tage und filtrierte den dabei 
entstandenen Niederschlag ab. Jedes neutralisierte Filtrat wurde 
mit 0,85% Kochsalzlosung verdiinnt und nach obiger Vorschrift 
auf die Lysolezithinspaltung gepriift. 


Globulinfraktion Albuminfraktion mitt: 
Verdiinnung 20) 1:40 LES (0 elec Oar at eee () 1:40 
Ziege 5° 1 5’ ilayg 15% akey? a5” 
Kaninchen pe. 25 20” 137, 13” 13/4 AS% 
Hund 35; ie nO 10” 10” 10” 107 
Meerschweinchen 10’ 8’ ly IO 10” 10” 10” 


3) Lipasewirkung der ersten Globulinfraktion. 


Stalagmometrische Bestimmung bei 23°C nach Rona und 
Michaelis (1911) ; Wasserwert der Tropfpipette=94 Tropfen. 


Gesiittigte Tributylinlésung im 
M/54 Phosphatgemisch von PH 7,6 10,0 cem 
Fermentlosung 0,5 ” 
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Fermentlosung 
- Ubersiehenr Albumin- Globulin- 
Tropfenzahl osung pel fraktion fraktion 
PH 5,0 
Sofort 138 138 138 
Nach 30 Min. 103 128 Lay, 
Nach 60 Min. 94 122 101 


4) Weitere Reinigung der Fermentlosung. 


Um die Lipase in der Globulinfraktion zu beseitigen, wurde die 
Halbsattigung des bei Pu 5,0 geklarten Extrakts mit Ammonium- 
sulfat dreimal wiederholt und die dritte Globulinfraktion wurde 
in der dem gebrauchten Extrakt gleichen Menge physiologischer 
Kochsalzlosung gelost und gegen 0,85%. Kochsalzlosung dialysiert. 
Die Wirksamkeit dieser Fermentlosung war foletende. 


Verdiinnung 15 Lito 1:20 1:40 Padi get 
Ziege (5 5° 15’ 25” 15” 
Kaninchen (-) i 5° Ae | 13” 
Hund 22° 25% Di 154 10” 
Meerschweinchen 20° 8’ i Oe Oe 


Die Lipase in der Fermentlésung verschwand bei der dritten 
Fraktionierung; Tropfenzahl, sofort 138 und nach 60 Minuten 
auch 138. 


C) Unbestindigkeit der Phospholipase B bei 
Erwairmung. 


5 fach verdiinnte Fermentloésung wurde 30 Minuten bei unten 
angegebener Temperatur erhitzt und die folgenden Versuche 
wurden angestellt. 

0,02% Lysolezithin 1,0 eem 


Fermentlosung (1:5) 2,0 ” PH 7,0 
Puffer LORY 
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, vor ° ° ohne 
Temperatur rhvteate 40°C 50°C 60°C Veen 
Ziege (—) 20° 3° nay 15” 
Kaninchen (-) 20° p° a3? TE 
Hund (-) 18- 130" iQ 10” 
Meerschweinchen (-) Ae 45’ 10” 10” 


D) Nichtspaltbarkeit des Lezithins durch 
Phospholipase B. 


1) Ein Gemisch aus 2cem Lezithin+4cem Fermentlésung 
(5 fach verdiinnt)+2cem Veronalpuffer (Pu 7,0) wurde nach 
1 und 24 sttindigem Aufenthalt bei 37° wie iiblich auf seine 
hamolysierende Kraft geprift, aber keine Arten Erythrozyten 
konnte dadurch innerhalb 24 Stunden aufgelést werden. 

2) Der Versuch mit der auf 60° erwairmten Phospholipase 
B-Losung in gleicher Weise wie Versuch 1) ergab keine Lezithin- 
hydrolyse. 


E) Pxu-Optimum der Phospholipase B. 


0,06% Lysolezithin 1,0 ecm 
Fermentlésung (1:5) 1,0 ” 
Puffer 4,0 ” 


Die Hydrolysemischung wurde nach 1 stiindiger Ferment- 
wirkung isotonisch neutralisiert und mit Veronalpuffer von Px 7,0 
auf 12,0cem aufgefiillt. Hamolyseversuch mit 1,0cem davon 
+1,0cem 2% Blutzellenaufschwemmung. 


} 
PH 3.6 4,9 62 GS 7,0 8,2 | 8,4 
Ziege Mes 1° 15° BAe 94° BT) al eel” 
Kaninchen Si ak 50’ ULAOw | Lee: 2 ellenote 
Hund 10” Nias 43” tee: alee AIG oF 47 
Meerschweinchen 10” ‘ils & 40)’ 1 O5y | 50’ 20” | 10” 


F) Das Pu-Optimum der Lysolezithinbildung. 


1) Pankreaspulver. 
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2% Lezithin 0,5 eem 
2% Fermentlosung Ot ” 
Puffer 5,0 » 


Die Hydrolysemischung wurde nach 1 stiindiger Fermentwir- 
kung isotonisch neutralisiert und mit Veronalpuffer von Px 7,0 
auf 12,0 cem aufgefiillt. Hamolyseversuch mit 1cem davon +1,0 
eem 2% Blutzellensuspension. 


PH 5,0 6,0 6,8 8,4 9,2 er 10,1 10,4 11,5 


Ziege (—) | 10° | 4°24’ 50’ oof 12’ ani 45’ 3° 22% 
Kaninchen | 2°50’| 1° DOF TSLOM Wer 54.0 Bt4 bi apolar 6’ 20’ 
Hund 28’ 8’ 65075308 4’ 2520's) (4.38 Oe or 5” 
Meer- 6’ 9/90" 1’20” V 50” 40” 30” nig ALO? 
schweinchen 


2) Die bei 80°C 30 Minuten erwiirmte 2% Fermentlésung (Phos- 
pholipase A). 
Die Versuche wurden in gleicher Weise wie bei 1) ausgefiihrt. 


Pu 5, Ol 810i) 68> edad w OM sean We 1s ae fs FN a a Wy 
Ziege 18°48" | 6°18’| 3°50"! 2°10°| 1°32” | 957 | 907 5°} 6°30 
Kaninchen | 5°12’ | 2°22’| 1°20’| 8’30”| 6’ 4 3! 12’ | 1°07’ 
Hund g248' \ 38) 15" [SION Borsa eae 3’ 4’ 

5 ea os CM ae C0 ee Se ae i 30” 40” a? 0!” 


G) Die Spaltprodukte des Lysolezithins. 

Man zerrieb 300g Kaninchenlunge, fiigte 1200 cem Wasser 
hinzu und digerierte 2 Stunden bei Zimmertemperatur. Nach dem 
Zentrifugieren wurde die tiberstehende Fliissigkeit mit Essigsaure 
auf Pu 5,0 angesduert und das klare Zentrifugat mit dem gleichen 
Volumen gesattigtem Ammoniumsulfat versetzt. Der entstandene 
Niederschlag wurde in 300cem physiologischer Kochsalzlisung 
gelést und nach Entfernung der unléslichen Masse wurde die klare 
Losung mit Ammoniumsulfat halbgesittigt. Das Verfahren wurde 
noch einmal wiederholt, der Globulinniederschlag in 300 ecem 
physiologischer Kochsalzlésung gelést und gegen 0,85%ige 
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Kochsalzlésung tiber Nacht dialysiert. Diese Fermentlésung wurde 
mit 1,0g Lysolezithin in 1000 cem physiologischer Kochsalzlésung 
gemischt und, um das Pu des Gemisches auf 6,8 einzustellen, mit 
ca. 100 cem M/7 NaHCOs versetzt und nach Toluolzusatz bei 37°C 
stehen gelassen. Nach 3 Tagen verschwand die himolysierende 
Kraft des Gemisches. Die Hydrolysenmischung wurde durch 
Zusatz von N-HCl auf Pu 4,2 angesdiuert und ohne Abfiltrieren 
des geringen Niederschlages unter vermindertem Druck eingeengt, 
die Lésung des Riickstandes in Absolutalkohol dann von den un- 
loslichen Massen durch Filtrieren befreit, weiter durch Behandlung 
mit aktiver Kohle geklart und unter vermindertem Druck nochmals 
eingedampft. Dieser Riickstand wurde zuerst mit Ather ausgezo- 
gen und die zuriickgebliebene atherunlésliche Masse dann in Ab- 
solutalkohol gelost. 

Die atherlésliche Substanz wurde nach Verdampfen des Athers 
aus Absolutalkohol umkrystallisiert. Die Krystalle waren schuppig 
und schmolzen bei 54°C. Die Ausbeute war 0,19¢. 0,05¢ der 
Substanz im Ather-Alkoholgemisch (2:1) gebrauchte 1,90 cem 
alkoholischer V/10 KOH zur Neutralisation gegen Phenolphtalein. 
Das berechnete Molekulargewicht war 265. Nach diesem sowie 
nach dem Schmelzpunkt wurde die Substanz als das Gemisch von 
Palmitinséure und Stearinsdure betrachtet. 

Die alkoholische Losung jener atherunldslichen Substanz wurde 
mit Ather vermischt, der entstandene weissliche Niederschlag in 
wenig Wasser gelést und mit gesdttiger HgCl, Losung versetzt. 
Nadelformige Krystalle schieden sich bald aus, die durch Zentri- 
fugieren gesammelt, zweimal mit kaltem Wasser gewaschen und im 
evakuierten Exsikkator getrocknet wurden. Schmelzpunkt 228°C 
(korr). Ausbeut 0,2¢. Die Substanz war das Quecksilberdoppel- 
salz des Glyzerophosphorsaurecholinesters. 

Berechnet als (CsHsoNi06Pi)sHgCls M.G. 784: 
N=3,57%, P=7,91%, C1=9,05%, Hg=25,58% 
Analyse: 
0,078 g Substanz lieferte 2,78 mg N (Kjeldahl) ; N=3,54% 
0,6272 mg Substanz lieferte 0,04897 mg P (Fiske und Subbarow) ; 
Re 77819 
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0,01568 g Substanz lieferte 1,375 mg Cl (Volhard-Arnold) ; 
Cl=8,77% 

0,01568 g Substanz lieferte gravimetrisch 38 mg HgS; 
He = 24,23% 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Phospholipase A, die das Lezithin zu Lysolezithin spaltet, 
wurde aus Schweinepankreas hergestellt. Ihr Optimum war 
PH 10,1. 

2. Phospholipase B, die das Lysolezithin spaltet, aber auf 
das Lezithin unwirksam ist, wurde aus der Lunge hergestellt. Ihr 
Optimum war PH 6,8. 

3. Phospholipase B wird bei Erwarmen ihrer Lésung auf 
60°C inaktiviert, wahrend das Ferment A bei weitem thermostabil 
ist. 

4. Sowohl Phospholipase A als auch B sind auf einfaches 
Glyzerid unwirksam. 

5. Als die Spaltprodukte des Lysolezithins durch Phospholi- 
pase B wurde der Glyzerophosphorsaurecholinester als Quecksilber- 
doppelsalz und als Palmitinséure-Stearinséure-Gemisch isoliert. 

6. Durch partielles Hydrolysat des Lezithins wurden die 
Erythrozyten je nach Tierarten in verschiedener Geschwindigkeit 
aufgelost. Die Ursache war darin zu finden, dass das Lysolezithin 
an sich auf die verschiedenen Blutzellen ein variierendes Vermégen 
aussert und dass dieses Verhalten weiter durch beigemischte 
Olsaure und intakt bleibendes Lezithin noch in verschiedener Weise 
beeinflussbar ist. 


Diese Untersuchungen wurden unter Leitung von Prof. Aka- 
matsu mit der finanziellen Unterstiitzung ausgefiihrt, die Herrn 
Professor Akamatsu zur Foérderung der wissenschaftlichen 
Forschung vom Unterrichtsministerium zur Verfiigung gestellt 
wurde. 
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The fact that d-ribose is one of the important constituents of 
ribonucleic acid as well as of various co-enzymes, gives this pentose 
a special, biochemical significance. Our knowledge on the meta- 
bolism of this sugar is, however, still very limited, when compared 
with the brilliant results attained in the chemical study of the sugar. 
Hamburger (1922) observed that a part of ribose perfused 
through the frog kidney was retained by the tissue. Raymond 
and Blanco (1928), and Dickens (1938) found that ribose was 
not fermented by living yeast. Ribose-5-phosphorie acid was found 
by Dickens (l.e.) to be fermentable by the Lebedew extract, 
one molecule of the substrate producing one molecule of ethyl 
alcohol, carbon dioxide and phosphoric acid respectively along with 
a substance or substances of unknown nature. The increasing 
interest on the metabolism of ribose has prompted a further in- 
vestigation, the results of which will be published in this paper. 


EXPERIMENTAL. 
I. Synthesis of d-ribose. 


d-Ribose employed in the present experiment was synthesized 
from gluconic acid. In the first stage of the synthesis, calcium 
gluconate was converted into d-arabinose by the Hockett and 
Hudson method (1934). The yield was 100 gm. of d-arabinose 
from 350 gm. of calcium gluconate dihydrate. d-Arabinose melted 
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at 155-156°C. [a]?—103.3°. d-Arabinose was. then oxidized to 
arabonate by bromine in the conventional fashion. The yield was 
100 gm. of calcium d-arabonate from 100 gm. of d-arabinose. In 
the meanwhile, it was found that the addition of 10% more calcium 
carbonate than the calculated value increased the yield of arabonate. 
From the next stage on, the operation followed the Steiger method 
(1936). Arabonate was epimelized to ribonate and the acid was 
then converted into cadmium salt. It was found advisable to put 
the salt through a rigorous process of purification so as to perform 
the following operations more easily and to increase the yield of 
the products. The yield was 24gm. of pure cadmium ribonate 
from 100 gm. of calcium arabonate. Crystalline lactone of ribonic 
acid was derived from the cadmium salt. The yield was 12 gm. 
of lactone from 24gm. of cadmium salt. The lactone was finally 
reduced to d-ribose with sodium amalgam. When the purest sam- 
ple of lactone was used, ribose crystallized out directly upon 
inoculation; otherwise the sugar was obtained in a syrupy state. 
The yield was 12 gm. of the syrupy ribose or 8 gm. of erystalline 
ribose from 12 gm. of lactone. The crude ribose was purified 
through p-bromophenylhydrazone, and repeatedly recrystallized 
from alcohol, until the fusing point reached the constant value. 
The yield was 4-5 gm. of pure d-ribose from 12 gm. of the syrupy 
crude ribose or from 350 gm. of calcium gluconate. 


II. Some physical properties of d-ribose. 
FP=86-88°C. (uneorr.)—Levene and Jacobs (1909): 86— 
87°C. (corr.); van Ekenstein and Blanksma (1913): 95°C.; 
Phelps et al. (19384): 87°C. [a]8—21.4° (H.O, 2.57%, 2dm)— 
Levene and Jacobs (Le.): [#]p—19.5° (H20, 4%) ; van Eken- 
stein and Blanksama (l.¢.); [¢]p—21.5°; Kuhn et al (1935): 
[a]$—22.5° (H2O, 0.9%). 


HII. Some chemical properties of d-ribose. 


The reducing power of ribose against the Somogyi reagent 
(1926) was 90.5% of that of glucose. This value was reached 
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after 35 minutes’ heating; the value after 15 minutes was 85.3%. 
Levene and Jorpes (1929) stated that the reducing power of 
ribose against the Hagedorn-Jensen reagent was equivalent to 
87.3% of that of glucose. Ribose was more sensitive to alkali than 
other pentoses. It is revealed in Table I that at 0.5” sodium 
hydroxide-alkalinity and at 20°C., the reducing power of the 0.5% 
ribose solution decreased more rapidly than those of d-xylose, and 
of d- and l-arabinose. The velocity of the conversion of pentoses 
into furfural was followed, according to the Hoffman method 


TABLE I. 
Decrease of Reducing Power of Pentoses in Alkaline Medium. 


5 ec. of 1% pentose solution+5 ce. of n NaOH. 20°C. 
Determination of reducing power: Somogyi’s method. 


Time of Decrease of reducing power (%) 
incubation 
(hrs. ) d-Ribose 1-Arabinose | d-Arabinose | d-Xylose 
5.6 4.1 1.8 | 4.6 
11.6 8.1 5.4 8.4 
17.9 10.5 7.0 | 12.6 
TaBLeE II. 
Production of Furfural from Pentoses (Hoffman’s method). 
Production of furfural from 10 mg. of pentose 
Sugar Time of distillation (min. ) 
15 30 60 90 120 | 180 
{ mg. 2.93 4.92 6.18 6.30 6.28 
spel % |. 45.7 76.9 96.7 98.4 |. 98.0 
mg 4.21 5.40 5.99 6.36 
a aloes % 65.8 84.4 9 99.4 
mg 2.82 3.78 4.24 
d-Arabinose % 444 59.1 66.3 
mg. 2.71 3.76 4.19 
rene nea 42.3 58.7 65.5 
joe miiseage ste Jo Toston si) lpormiitpgis aby eTuOn ee “is oye 
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(1927), by distilling sugars with 20% hydrochloric acid and by 
determining furfural colorimetrically with aniline acetate. As 
shown in Table II, the conversion was most rapid in the case of 
ribose. The almost quantitative production of furfural was 
achieved after one and a half hours’ distillation, while the con- 
version by this time was about 90% in xylose, and about 50% 
in d- and l-arabinose. Ribose in purine nucleosides and purine 
nucleotides of the yeast origin was found by Hoffman (1. c¢.) 
and Ishikawa (1935) to be also quantitatively determinable 
by the furfural method, though the rate of the production of 
furfural was more or less retarded by the presence of purines and 
phosphoric acid which combined with the sugar. Younburg 
(1927), and Andrews and Milroy (1933) were unable to carry 
out the 100% conversion of free and combined ribose into furfural. 
This may be due to the incomplete formation of furfural from ribose 
under different condition from that of the Hoffman method. 


IV. Biological properties of d-ribose. 

The minimum quantity of ribose, which caused pentosuria after 
the intravenous injection to the marginal veins of rabbits starved 
for 24 hours, was 250 mg. per kilogram of body weight. The oral 
administration of 2 gm. of ribose per kilogram of body weight by 
the stomach tube did not yet produce definite pentosuria. The 
tolerance for other pentoses was much lower than that of ribose; 
less than 50 mg. per kilogram of body weight in the case of the in- 
travenous injection of d-xylose and d-arabinose, and less than 0.5 
em. in the case of the oral administration. The excretion of sugars 
was examined by determining the increase of the non-fermentable 
reducing power of the total urine which was collected by combining 
the portion excreted during the experimental period and the portion 
catheterized from the bladder at the end of the period. The far 
higher tolerance of ribose suggests the much greater utilization of 
this sugar than other pentoses in the animal body. 

The influence of the intravenous injection and the oral ad- 
ministration of ribose on the blood sugar of rabbits which had been 
starved for 24 hours was examined. The protocol of an experiment 
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Tape IIT. 
Intravenous Injection of d-Riose to Rabbit. 


Ribose: 250mg. per kg. 
Rabbit: 2450 gm., 6. 


Reducing substance in blood 
mB Total Fermentable Non-fermentable 
(mg. %) (mg. % ) (mg. %) 

Before 88 82 6 
After 10 min. 113 92 21 
30 ” 123 105 18 

thr. | 130 120 10 

2” 107 98 9 

3” 95 88 7 

4” 90 84 6 

5» 88 83 5 

7 » 88 83 5 


Extra-execretion of non-fermentable reducing substance in urine during 
7 hours: 48mg. in terms of glucose. 


TABLE LY. 
Ora] Administration of d-Ribose to Rabbit. 


Ribose: 2,0 gm. per kg. 
Rabbit: 2300 gm., 6. 


Reducing substance in blood 


Time Total Fermentable Non-fermentable 
(mg. %) (mg. %) (mg. %) 
Before 92 88 4 
After 10 min. LIS, 106 13 
30%” 125 114 11 
1 hr. 136 129 7 
Bee» 124 119 5 
4” 105 100 5 
6” 96 91 5 
8» 90 86 4 


Extra-exeretion of non-ferm. red. subst. in urine during 8 hrs,: 


5 mg. in terms of glucose. 
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fairly typical for each case is listed in Table III and IV respec- 
tively. The values of the non-fermentable sugar which had been 
raised by the introduction of ribose, fell to the normal level more 
rapidly than those of the fermentable sugar which had also in- 
creased. The blood sugar was determined by the Hagedorn- 
Jensen method. Table V and VI indicate that a marked appear-. 
ance of d-arabinose and a moderate increase of the fermentable 
sugar in the blood were induced by the introduction of a small 
amount of the sugar, and that the curves of arabinose receded to 
the original value more quickly than those of the fermentable sugar. 
The increase of the fermentable sugar caused by injection and 
administration of d-xylose and /-arabinose has been repeatedly 
observed in rabbits and rats by many investigators—C orley (1926, 
1928), Blanco (1928), Fishberg (1930), Miller and Lewis 
(193211), Larson and Sawyer (1936). Sawyer (1940) stated 
that the administration of /-xylose to rats did not produce hyper- 
elucemia. 

The absorption of ribose from the intestinal tracts of rats was 
studied. The procedure was somewhat modified from that describ- 


TABLE V. 
Intravenous Injection of d-Arabinose to Rabbit. 


Arabinose: 50mg. per kg. 


Rabbit: 2300 gm., 6. 
Redueing substanee in blood 
T; 
mG Total Fermentable Non-fermentable 
(mg. % ) (mg. %) (mg. %) 
Before 80 70 10 
After 15 min. 104 74 30 
30.” 100 77 23 
teh: 96 86 10. 
Den 92 82 10 
ap 79 69 10 
4 ” 79 69 10 


Extra-excretion of non-ferm. red. subst. in urine during 4 hrs.: 
37 mg. in terms of glucose. 
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TaBLe VI, 
Oral Administration of d-Arabinose to Rabbit. 


Arabinose: 1 gm. per kg. 


Rabbit: 2750 gm., 6. 
Blood Urine 
Time Total Fermentable| Non-ferm. 
reducing reducing reducing Fehling’s Orcin 
substance substance substance reaction reaction 
(mg. % ) (mg. 7% ) (mg. % ) | 
Before 89 77 12 _ = 
After 0.5 hr. 129 108 21 = — 
paw 128 107 21 - = 
Qe 120 102 18 + + 
3? 110 95 15 ae ate 
4” 92 80 12 aD ae 
5» 90 78 12 = = 
oo» 89 77 12 = = 


ed by Cori (1925). Rats, weighing from 100 to 150¢m. after 
having starved for 48 hours, received 2 ce. of the 25% sugar solu- 
tions with the aid of a stomach tube (urethral catheter No. 5). 
The loss of the sugar adhering to the catheter was 5% of the total 
sugar on an average taken from 10 control experiments. The 
amount of the sugar absorbed was ealeulated from the difference 
between the quantity of the sugar given and that remaining in 
the stomach and the entire small intestine. The large intestine was 
discarded, since the quantity of the sugar, found there, was 
negligible, and there remained a good quantity of intestinal contents 
which gave a reducing power corresponding to 5 to 10 mg. in terms 
of glucose. The reducing substance present in the stomach and the 
small intestine of fasting rats was 0.80 mg. and 3.78 mg. respectively 
in terms of glucose on an average taken from five experiments. 
The absorption of the sugar was determined 1 and 2 hours after the 
feeding, and the absorption coefficients (C) were calculated by the 
following formula of Cori: 
ie: A x 100 
a Aa 
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where A represents the quantity of the sugar absorbed, W the 
weight of the rat, and T the time. The results are summarized in 
Table VII. Emphasis should be laid upon the fact that ribose was 
absorbed at a remarkably higher rate in comparison with other 
pentoses, far exceeding even that of fructose. The relative rates 
were: Glucose 100, ribose 74, d-xylose 29 an hour after feeding 


TaBLeE VII. 
Absorption of d-Ribose from Intestinal Tract of Rat. 


: Amount . 
Period of Body @ Relative rate 
absorption Sugar weight oe pele of absorption 
(hr.) (gm.) (glucose =100) 
(gm.) 
136 0.205 0.151 
128 0.192 0.150 
d-Ribose 123 0.156 0.127 ¢ 01143 74 
119 0.159 0.134 
132 _ 9.201 0.153 
136 0.265 0.195 
102 0.204 0.200 
1 d-Glucose 127 0.234 0.184 > 0.193 100 
114 0.201 0.176 
135 0.284 0.210 
4 0.081 0.068 
5 0.063 0.046 
| d-Xylose 147 0.079 0.054 ¢ 0.056 29 
| 126 0.062 0.049 
183 0.084 0.063 
— 0.268 0.103 
137 0.315 0.115 
d-Ribose 128 0.316 0.123 > 0.114 67 
117 0.253 0.108 
129 0.310 0.120 
T22 0.471 0.193 
' 141 0.457 0.162 
aa d-Gluecose 140 0.432 0.154 70.171 100 
137 0.501 0.183 
129 0.410 0.159 
130 0.068 0.026 
111 0.071 0.023 
d-Xylose 103 0.054 0.026 > 0.025 15 
126 0.073 0.029 
108 0.046 0.021 
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and 100, 67, 15, after two hours. An inspection of these figures 
will show that the absorption coefficient of all sugars, especially that 
of xylose fell markedly in the second hour. Miller and Lewis 
(19321) pointed out that this fall of the xylose absorption was 
noticeable in Cori’s experiment. The deviation from Cori’s law 
was demonstrated more definitely in the case of absorption of sugars 
from the intestinal loops. As described in detail in Chapter VI, 
sugars were absorbed, during the initial period (15 minutes or so), 
from the intestinal loops at higher rates followed by lower and 
constant rates. Dr. Watanabe of this institute found that the 
rate of the absorption from the whole digestive system was also 
higher at the very beginning. This tendeney of higher absorption 
at an early stage, which is always observed at various concentra- 
tions of sugar solutions, can be explained neither by the difference 
between the condition in the Cori’s and our experiment nor by 
the change of the sugar concentration during the absorption. 
There have been published many reports against Cori’s law by 
London and Polowzowa (1909), Pierce et al. (1928-29), 
Burget et al. (198211), MacKay and Bergman (1933), Ravdin 
et al. (1933), Feyder and Piece (1935), Donhoffer (1935), 
and others. 

The high utilization and the rapid absorption of ribose made 
it desirable to perform further experiment on the possible glycogen 
formation from this sugar. For this purpose, lee. of the 4.5% 
sugar solution was subcutaneously injected into femoral muscles 
of mice which had been starved for 24 hours. After the lapse of 
0.5, 1, 2, and 3 hours, the livers were isolated, and the glycogen 
contents were determined by the method of Good, Kramer and 
Somogyi (1933). As the control experiments, glucose (5.4%), 
d-xylose and d-arabinose (4.5%) were examined under similar 
conditions. The glycogen content in the liver of a mouse starved 
for 24 hours was 86 mg.% on an average taken from 10 experiments. 
It will be seen in Table VIII that the glycogen fraction, which was 
alkali-stable and capable of producing, upon acid-hydrolysis, some 
fermentable reducing substance, increased definitely after injecting 
ribose, though at a lower rate and to a less extent in comparison 
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with the case of glucose. Xylose also gave rise to the increase of 
the glycogen fraction, but it was too small to deserve an attention. 
No sign of the glycogen synthesis was obtained in the case of d- 
arabinose. The possible formation of glycogen from natural 
pentoses has often been discussed. Neuberg and Wohlgemuth 
(1902), and Brasch (1907-8) were unable to demonstrate the 
conversion of pentoses into glycogen. The confirmative views on 
the glycogen formation had been advanced by Cremer (1893), 
Salkowski (1901), Thomas et al. (1921), Nitzescu and 
Benetato (1925), and others, but they were disproved by recent 
investigations of Magendantz(1932), Miller and Lewis(1932 i), 
Silverman and Lewis (1933), Blatherwick and his co- 
workers (1936), Larson and his co-workers (1940), and others. 
In view of the failure of the conversion of other natural pentoses 
‘to glycogen, the postive result which was noticed in the case of 
ribose is worthy of an attention. 

To give to this point a further support, the isolated livers of 
rabbits were perfused with the physiological saline solution contain- 
ing ribose, and the glycogen contents of the livers were examined 
after a period of an hour. Previous to the perfusion, small 
pieces of the livers were cut off, and their glycogen contents were 
determined. These values served as the original glycogen contents 
of the livers. The perfusion was carried out with an apparatus 
made by the Iwai Co. The sugar concentration of the perfusing 
fluid was 0.2%. The quantity of the fluid was 60cc. As the 
control experiments, glucose and xylose were used under’ the 
same condition. Here again, as shown in Table IX, a definite 
indication was obtained of the increase of the glycogen fraction in 
the case of ribose, though to a less extent than in the case of glucose. 
Xylose was incapable of increasing the glycogen fraction. 

The third support to the production of glycogen from ribose 
will be deferred to Chapter VI, where the synthesis of the glycogen- 
like substance in the intestinal mucosa will be dealt with. 

The evidence so far submitted regarding the synthesis of 
glycogen from ribose is of an indirect nature, as an isolation of 
the increased glycogen has been hampered by the glycogen already 
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TaBLE IX, 


Formation of Glycogen in Rabbit’s Liver After Perfusion with 
Sugar Solutions. 


ein Liver glycogen (mg, %) 
fiver 
(gm.) Before perfusion | After perfusion Tnerease 
75 113 204 91 
63 124 152 28 
d-Glueose 40 175 226 51 pees 
61 104 161 57 
50 143 | 236 93 
30 113 131 18 
43 105 133 28 
d-Ribose 36 131 154 ce ans So 
40 120 144 24 
52 107 125 16 
55 124 117 ae 
50 111 116 5 
d-Xylose 47 140 138 _ ey? 
42 105 103 =9 
38 126 125 -1 


present in the tissues. In the absence of any evidence that there 
is present in animal tissues other polysaccharide than glycogen 
which produces a fermentable reducing substance upon acid-hydro- 
lysis, the substance in question will be tentatively called the glyco- 
gen-like substance. If this substance is really glycogen, an interest- 
ing question will be raised as to how pentoses are converted into 
hexoses. The elucidation of this question lies, however, beyond 
the scope of the present experiment. 

Much discussion has centered around the problem of the utiliza- 
tion of natural pentoses in the animal body, without arriving at any 
conclusion. It may be that the utilization, if any, would be of a 
rather insignificant order. The fact that ribose is convertible into 
the glycogen-like substance indicates the possible utilization of this 
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pentose in the animal body. Ribose may be metabolized, at least 
in part, indirectly in the form of glucose which is formed from the 
glycogen-like substance, but nothing can be said about the direct 
utilization of the sugar as such. 


V. Phosphorylation during the absorption of d-ribose. 


The absorption of ribose from the whole gastro-intestinal tract 
has been deseribed in a preceeding chapter. The re-examination 
was made with the use of the intestinal loops. The operation of 
laying the loops is very serious for rats and may profoundly 
influence the physiological state of the animal, especially of the 
digestive tract. Nevertheless, this technique was preferred to the 
oral administration method, with a view to exclude the deep 
influence of the stomach on the absorption of sugar from the intesti- 
nal tract. The preparation of the loops and the experimental 
condition were as follows. The rat which had been starved for 
24 hours was fixed on the back on an operating table, and the 
abdominal cavity was opened without anaesthesia. Legatures were 
placed around the small intestine, beginning 10cm. below the 
pylorus, and thus one or several loops of 10 or 20em. in length 
were prepared. One ec. of the 4.5% solution of ribose per 10 cm. 
of the length was injected into the loop. The abdominal cavity 
was closed, and the animal was placed in a cage. After the lapse 
of a certain period of absorption, the abdominal cavity was re- 
opened. The loop was isolated, cut open, and the contents were 
rinsed out thoroughly with a large amount of warm water. The 
ribose remaining in the intestinal tract was determined by the 
Somogyi method. It is shown in Table X that ribose and glucose 
were absorbed from the loops in the same order as in the ease of 
the oral administration (Table VII). Xylose, the absorption of 
which was examined in control experiments, was absorbed at a 
far higher rate than from the whole digestive tract. The relative 
rates of the absorption of sugars were: Glucose 100, ribose 74, 
xylose 46. According to an information of Dr. Watanabe, the 
velocity with which sugar passes from the stomach into the intestine 
is determined by the quantity of sugar remaining in the latter; 
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TABLE X. 
Absorption of Ribose from Intestinal Loop of Rat. 


Loop: 10¢m. Sugar solution: 1 ¢¢. 
Period of absorption: 45 min. 


d-Ribose d-Glucose d-Xylose 
No. of Amount Absorp- | Amount Absorp- | Amount Absorp- 
experiment absorbed tion absorbed tion absorbed tion 
(mg.) (%) (mg.) (Jo) (mg.) (%) 
Bh 32.5 72.2 52.9 98.0 20.2 44,9 
II 30.8 68.4 51.4 95.2 20.1 44.7 
III B26 72.4 51.5 95.4 18.6 41.3 
IV 21.7 70.4 50.6 94.8 20.3 45.1. 
Vv 33.5 74.5 52.7 97.6 18.9 42.1 
Average 32.6 71.6 51.8 96.2 19.6 46.3 
Relative 
rate of 74 100 48 
absorption 


as long as sugar is still remaining in the intestine, the emptying 
of sugar from the stomach is delayed, and thus the sugar which 
is more slowly absorbed from the intestine leaves the stomach at 
a lower velocity. This may then explain why the absorption of 
xylose takes place slower in the whole gastro-intestinal tract than 
in the intestinal loop which receives the whole quantity of the 
sugar at one time. 

The selective absorption of ribose at a high rate suggested the 
possibility that the absorption might be followed by phosphorylation, 
and this was experimentally proved to be the case. The addition 
of m/5000 monoiodoacetate to the sugar solution reduced the rate 
of absorption of ribose to the level of xylose, indicating indirectly 
the participation of phosphorylation in the absorption vf ribose 
(Table XI). The following experiments were conducted so as to 
obtain more direct evidence of the phosphorylation of ribose. The 
intestinal loop of 10cm. in length received lee. of the solution 
which contained ribose in a concentration of 4.5% and also a known 
amount of phosphate (pH 7.0 phosphate buffer containing 4.88 mg. 
of phosphorus), and the decrease of phosphate was determined by 
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TABLE XI, 
Inhibition of Absorption of Ribose by Monoiodoacetic Acid. 


Conditions: same to those in Table X. 
Concentration of monoiodoacetate: m/5000. 


d-Ribose d-Glucose d-Xylose 
No. of 
experiment Amount | Absorp- | Amount | Absorp- | Amount | Absorp- 
absorbed tion absorbed tion absorbed tion 
(mg.) (%) (mg.) (%) (mg. ) (%) 
I 14.7 S20 30.6 56.7 14.7 82.7 
IT 23.2 51.6 28.5 52.8 19.8 44.0 
1H 21.7 48.3 30.8 57.0 20.8 46.2 
IV 19.9 44.2 30.1 bo 23.0 Da 
V 16.4 36.4 29.7 55.0 17.9 39.3 
Average 19.2 42.6 35.9 55.4 19.2 42.7 


the Teorell method (1931) after 30 minutes in the presence and 
absence of m/5000 monoiodoacetate in the solution. As the control 
experiments, glucose (5.4% ) and xylose (4.5%) were treated under 
the same condition. The inorganic phosphorus content of the 
empty intestine of 10cm. in length was 0.21 mg. on an average. 
Strictly speaking, no accurate statement can be made concerning 
the phosphorylation in this sort of experiments, since a part of in- 
organic phosphate can be directly absorbed without being esterified 
with sugar. However, if the decrease of phosphate is more marked 
in the presence of ribose than in its absence, and if this difference 
is neutralized by the addition of monoiodoacetate, it may be asserted 
that the phosphorylation accompanies the absorption of ribose. It 
will be noticed in Table XII that this was the case. The absorp- 
tion of ribose was followed by a definite decrease of inorganic phos- 
phate and this decrease was almost completely inhibited in the 
presence of monoiodoacetate, while the falling-off of the quantity 
of phosphate was slight in the experiments with xylose and without 
sugar. The third evidence for the phosphorylation of ribose was 
as follows. The acid-soluble organic phosphate of the intestinal 
mucosa inereased in quantity when ribose was absorbed, but there 
was no inerease when the animal was poisoned with monoiodo- 
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TABLE XIT. 


Decrease of Inorganic Phosphate During Absorption of Sugars. 


Decrease of phosphate (mg./100 gm. of dry weight of mucosa) 


No. of Without sugar Ribose Glucose Xylose 
experiment : ; 

‘ Without) With |Without) With |Without) With |/Without| With 
MJA* | MJA | MJA | MJA | MJA | MJA | MJA | MJA 

if 59 65 81 68 96 _ 64 61 68 

LT. 68 54 92 iio 89 56 67 60 

TT 78 59 86 56 | oe i8d 70 63 64 

IV 62 61 94 67) | £296 76 70 53 

V 57 63 78 59 88 65 3 42 
Average 64.8 60.4 86.2 64.6 | 90.8 65.6 66.8 63.4 


* MJA=Monoiodoacetate (m/5000). 


acetate. The protocol of the experiments is listed in Table XIII. 
Loops of 20cm. in length were injected with 2cc. of the 4.5% 
ribose solution. Monoiodoacetate (12.0mg. per 100gm. of body 
weight) was injected subcutaneously 1 hour before the beginning 
of the absorption. Control experiments were run with glucose 
(5.4%) and xylose (4.5%). The absorption of xylose exerted no 
influence on the organic phosphate content of the mucosa. 


VI. The mechanism of the selective absorption 
of sugars. 

The study of the so-called selective absorption of sugar from 
the intestinal tract was initiated by Nagano in 1902, and followed 
by Cori (1925), who arranged the comparative figures for the ab- 
sorption velocity of various sugars. The mechanism by which the 
selective absorption is carried out has aroused a keen interest among 
biochemists, including Verzar and his pupils. Wilbrandt and 
Laszt (1933), in Verzar’s laboratory, advanced a hypothesis that 
phosphorylation of sugars might be closely linked with the selective 
absorption. This hypothesis was based on the experimental finding 
that the rapid absorption of glucose, galactose, and fructose, was 
always accompanied by the increase of organic phosphate in the 
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TaBLe XIII. 
Organic Phosphate in Intestinal Mucosa. 


d-Glucose d-Ribose 
~~ 
= » » 
wv a a8 > = ¢ 
° 8 pO a BO Te YS ass A SN Riss AS uss 
ok 2s _g|s2g\ a> ASS VS eeq|ced\ a> 5 mS 
A pot Oo] FE be] 5 bb & ob} 2 bb F a bp FS &| 3 a] 5 o0| BP eo 
S [oo Vl PRY| £8) FA) O8| Pov) pAS| Ss] aslog 
} SH w| Aw | a Bay Vl Re WY 
faa) AS fea] Ao 


Without MJA* 


us 185 | 0.1117} 631 | 249 | 382 | 111 | 0.1229) 564 | 244 | 320 

Ubi 182 | 0.1092) 531 | 246 | 285 | 116 | 0.1199) 509 | 224 | 285 

III 113 9.1073} 519 | 184 | 335 166 0.1049 | 526 | 222 | 304 
IV 135 0.1062} 600 | 216 | 388 103 0.1035 | 490 | 213 | 277 
Average 0.1086 | 570 | 223 | 347 0.1128 | 522 | 226 | 296 


With MJA 


i 137 | 0.1108} 457 | 228 | 229} 106 | 0.1018} 488 | 237 | 251 

1G 158° | 0.1022} 493 | 249 | 245 | 113 | 0.1201] 479 | 250 | 229 
III 178 | 0.1067 | 487 | 251 | 236 | 181 | 0.1123] 443 | 219 | 220 
IV 148 | 0.1077) 467 | 234 | 236 | 127 | 0.1023) 483 | 227 | 250 
Average 0.1069| 477 | 241 | 236 0.1091 | 473 | 235 | 23 


* MJA= Monoiodoacetate 


TaBLE XIII. Organic Phosphate in Intestinal Mucosa.—(Continued). 


Without MJ A* 


d-Xylose Without sugar (control) 
ati) 
a » ~ ) 
ay Y ae) =) a FE 8 
q on aA "ete (allies “™}) “en sa 7) DGS =o 
oe | SE) 289) a8] aS US) SRel sea sk) as/ Ss 
Ae | FOB) FSB) Sea] Sool ol FE) SB! S oo] 5 ai) oP os 
B | Bort pac) Sa] a Ss1O8| Bowl bh ae| Ss) a BIOk 
Pos) Yy | PS ~!l 6 A gy VY | RwH A 
a) Ao ea) Aso 
I 1138 0.1015 | 478 | 229 | 249 120 0.1123 | 506 | 234 | 272 
iT 101 | 0.1098] 493 | 255 | 288 | 148 | 0.1271] 508 | 277 | 231 


Til 123 | 0.1099} 500 | 236 | 264 | 135 | 0.1236) 486 | 248 | 238 
IV 120 | 0.1028] 502 | 255 | 247 | 123. | 0.1231] 479 | 243 | 236 
Average 0.1060] 493 | 244 | 249 0.1215 | 495 | 255 | 240 


With MJA 


I 135 | 0.1016} 509 | 229 | 280 | 141 | 0.1401) 457 | 207 | 250 

II 131° | 0.1053} 509 | 265 | 244 | 169 | 0.1293] 432 | 214 | 218 

III 137. | 0.1023) 444 | 239 | 205 | 121 | 0.1017} 488 | 255 | 2383 
IV 162 | 0.1074] 419 | 187 | 232) 137. | 0.1201) 469 | 239 | 230 
Average 0.1042} 470 | 230) 240 0.1228) 462 | 229 | 233 


* MJA=Monoiodoacetate. 
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intestinal mucosa, while other sugars which did not show the selec- 
tive absorption were not attended by the esterification of inorganic 
phosphate. Another evidence for this hypothesis was the fact that 
the abolition of the selective absorption by monoiodoacetate and 
phlorhizin was followed by the simultaneous interruption of the 
phosphorylation. The concept of Verzar’s school has received an 
extensive re-examination, without being fully substantiated. The 
principal point against Verzar’s theory is that phosphorylation is 
not always accompanied by the selective absorption in a strictly 
quantitative sense: The absorption of fructose takes place rather 
slowly while its phosphorylation is most striking, and the complete 
inhibition of the selective absorption by monoiodoacetate does not 
necessarily bring about the complete disappearance of phosphoryla- 
tion. The question about the validity of Verzar’s concept has 
since become stronger, and Verzar was forced at last to doubt 
his own view—Verzar and Siillmann (1938). A consideration 
will be given here to the reason why Verzar’s hypothesis is not 
acceptable as it stands. It is an unequivocal fact that phosphoryla- 
tion takes place during the selective absorption. However, Verzar’s 
hypothesis has its weakness in his assumption that phosphorylation 
might be the direct cause of the selective absorption. In the first 
place, in view of the only momentary existence of the ester, the 
quantity of organic phosphate does not always indicate the magni- 
tude of phosphorylation. Granting that phosphorylation participates 
directly in the selective absorption, it is easy to understand why 
there is a lack of quantitative correspondence between the velocity 
of the absorption of sugar and the quantity of organic phosphate 
in the intestinal mucosa at a given time. In the second place, 
phosphorylation is known to be essential for the following reactions: 
The synthesis of glycogen from hexoses, phosphorolysis of glycogen, 
the breakdown of hexoses to lactic acid, and the interconversion 
between hexoses. It has never been proved, however, that phos- 
phorylation of sugars is also necessary for the absorption which 
may not require any deep-seated change of sugar molecules. 
Wilbrandt and Laszt (1.e¢.) tried to explain the significance 
of phosphorylation for the absorption by assuming that the diffusion 
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gradient of sugar, which would be caused, inside and outside the 
mucosa, by phosphorylation of the absorbed sugar in the mucosa, 
might accelerate the absorption. A possibility of this sort cannot 
be overlooked but this is a tentative explanation for which no 
experimental support has been given. In the absence of exten- 
sive glycolysis in the intestinal mucosa, it occurred to the writer 
that phosphorylation might be involved in the synthesis of glycogen 
in the mucosa during the selective absorption of sugars. As a 
matter of fact, it was found that a part of galactose, glucose, ribose, 
and fructose, which were absorbed selectively, deposited transiently 
in the intestinal mucosa in the form of the glycogen-like substance 
while sugars which showed no selective absorption did not contri- 
bute to the increase of the glycogen-fraction of the mucosa. 

Before entering upon the detailed description of the results of 
the present experiment, a reference will be made to the literature 
on the formation of glycogen in the intestinal mucosa, and on the 
conversion of other sugars into glucose. Polimanti (1914), Lang 
(1928), and Stuber (1931) postulated the hypothesis that glycogen 
might be synthesized in the intestinal mucosa from the absorbed 
glucose. This view was based on the finding that the portal blood 
of dogs contained more glycogen after than before the absorption 
of glucose. London and Entin (1934) found that the glycogen 
content of the arterial blood of dogs increased after the absorption 
of glucose, and they supported the above-mentioned hypothesis. 
However, it seems to the writer that this view is not convincing 
enough, because of such an indirect experimental finding as the rise 
in glycogen value of the blood, and furthermore, as pointed out by 
Long and White (1938), because of the fact that the rise was not 
sufficiently striking. Charit (1927) was unable to notice any 
increase of blood glycogen after the administration of carbo- 
hydrates. According to Kotschneff (1934), the rise in glycogen 
value was more marked in the arterial blood than in the portal 
blood, indicating the retention of glycogen in the intestinal wall. 
The direct experimental proof for the formation of glycogen in the 
intestinal mucosa was given by Junkersdorf and Mischnat 
(1930), who found that the glycogen content of the intestinal wall 
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of starved dogs increased after an oral administration of 3 gm. of 
glucose per kilogram of body weight, having reached to the 
maximum of 0.144% after 2 hours, with the initial value of 0.039%. 
In view of the fact that the object of these investigators was in 
the study of the influence of various kinds of foodstuffs on the 
glycogen content of animal tissues, they did not observe the close 
relation between the absorption of sugar and the glycogen formation 
in the intestinal wall. Horne and Magee (1933) failed to 
demonstrate the glycogen synthesis in the small intestine of rabbits 
and eats after the administration of glucose on these animals. 
Thus, the literature on this problem furnishes no conclusive 
evidence yet as to the significance of the glycogen formation in 
the intestinal mucosa during the sugar absorption. 

The conversion of fructose to glucose has been frequently 
pointed out by many investigators, including Goda (1937) who 
demonstrated that the conversion was connected with the phosphory- 
lation which was in turn coupled with respiration. Bollmann 
and Mann (1931) observed that hypoglycemia of hepatectomized 
dogs was recovered by the administration of fructose, but not when 
the gastro-intestinal tract was removed. They concluded that the 
action of fructose manifested itself after it had been converted 
into glucose, and that this conversion took place in the gastro- 
intestinal tract. Contrary to this view, Griffiths and Waters 
(1936) claimed that the direct utilization of fructose in hepatec- 
tomized dogs was possible. Burget et al. (19321) could not find 
the conversion of fructose into glucose in the chronically closed 
loop of dog’s ileum and in the isolated living segment of rabbit’s 
small intestine. They stated that fructose might be absorbed as 
such from the intestine. According to an unpublished paper of 
Laszt, which was cited by Verzdr and McDougall (1936), 
fructose was converted into glucose by the extract of the intestinal 
mucosa. 

Though the conversion of galactose into glucose has been 
established, the nature of the mechanism of this reaction remains 
still unknown. It is, however, quite certain that phosphoryla- 
tion is also involved in the metabolism of galactose. Harden and 
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Norris (1910) noticed that the fermentation of galactose by 
adapted yeast was accelerated by the addition of phosphate, and 
that inorganic phosphate was converted into an organic form. 
Nilsson (1930) isolated, as a product of the fermentation of 
galactose, hexosediphosphate which closely resembled the substance 
formed as a product of the fermentation of glucose. He also 
found hexosemonophosphate which was different from any of the 
known monophosphates. Nilsson was of the opinion that galactose 
was first decomposed into 3-carbon compounds which were sub- 
sequently phosphorylated and synthesized to hexosediphosphate. 
Cattaneo (1933) obtained phosphoglyceric acid among the fer- 
mentation-products of galactose. Grant (1935) showed that 
hexosediphosphate, trehalosemonophosphate, and, in all probability, 
the Robison ester were produced during the fermentation of 
galactose. He, however, failed to demonstrate the production of 
galactosephosphate. Kosterlitz (1937) stated to have isolated 
galactosephosphate from livers of rabbits assimilating galactose. 
Whether the phosphorylation takes place before or after the con- 
version of galactose into glucose remains yet unsolved. The 
polysaccharide produced during the fermentation of galactose was 
found by Harding et al. (1934) and Grant (l.¢.) to be identical 
with that derived from glucose. 

The present writer performed the absorption experiments with 
the use of intestinal loops of rats which had been starved for 24 
hours. The technique of preparing the loops has been described 
in Chapter V. For the determination of glycogen, the loops were 
cut open, spread on a glass plate, and the whole mucosa were care- 
fully scraped off with a deck glass after the adhering moisture had 
been blotted off with a sheet of filter paper. The glycogen of the 
mucosa was determined by Pfliiger method modified for the 
micro-determination; the reducing power after acid-hydrolysis of 
the glycogen-fraction was determined by the Hagedorn-Jensen 
method. 

The averaged value of the glycogen contents in the mucosa 
of 20cm. long small intestine of rats which had been starved for 
24 hours served as the comparable control value. The wet weight 
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of this mucosa averaged 0.580 em. in 24 experiments (maximum 
0.619 gm., minimum 0.506 gm.), and the dry weight was 0.1078 gm. 
(maximum 0.1355 em., minimum 0.1015 e¢m.); the ratio between 
wet and dry weight was 5.38. The dry weight of the mocosa in 
the main experiments was calculated by dividing the values of the 
wet weight by this factor. An average taken from 15 experiments 
showed that the mucosa contained 304.0 mg. of glycogen per 100 gm. 
of dry weight (maximum 349 mg., minimum 261mg.). Since the 
quantity of glycogen in the mucosa of 20 em. in length was small, 
it was expressed in mg. per 100 ¢@m. of dry weight of the mucosa. 
The glycogen content was not affected by a longer period of 
starvation such as 48 or 72 hours. There was no significant 
difference in the glycogen contents between the mucosa of the 
upper jejunum and that of the lower ileum. The mucosa was 
to be scraped off carefully so as to remove the adhering muscularis 
and other tissues as completely as possible; otherwise, the glycogen 
which was precipitated with alcohol from the alkali-digested tissue 
showed some reducing power before it was hydrolyzed with acid. 
The protocols of the main experiments are presented in Table 
XIV which shows the averages of the data in each series. 
The intestinal loops of 20 em. in length received 2 ee. of 5.4% 
and 4.5% solutions of hexoses and pentoses respectively, and the 
glycogen contents were determined after 15, 45, and 90 minutes. 
It is shown in the table that the glycogen fractions were definitely 
increased during the selective absorption of galactose, glucose, 
ribose, and fructose, and that the fractions remained practically 
unchanged in the case of the sugars which showed no selective 
absorption. The decision as to whether this increase was actually 
due to the formation of glycogen, especially in the case of sugars 
other than glucose, is an important problem. The isolation and 
identification of this inereased part of glycogen could not be 
accomplished in the presence of a large quantity of the pre- 
formed glycogen. This increased part of glycogen showed, how- 
ever, a great resistance toward the alkali-digestion, and it produced, 
upon acid-hydrolysis, some reducing substanee which was easily 
fermented by yeast. The fermentability of the acid-hydrolysis 
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product of the glycogen fraction, which increased during the ab- 
sorption of ribose and galactose, was 95 and 94% respectively. All 
of the available findings seem to show that the product might be 
glyeogen, but so far as there is no direct support for this assump- 
tion, the product will be, here again, called the glycogen-like sub- 
stance. Considering the difficulty with which pentose can be con- 
verted into hexose, the present writer paid a special caution in 
performing the experiments with ribose, and in all the experiments 
which consisted of 25 cases, there was always a definite increase 
of the glycogen fraction. Further experimental evidence is needed 
for the identification of the substance under discussion. 

It is shown in Table XIV that the quantity of the glycogen- 
like substance was larger in the sugar which was absorbed at a 
higher velocity. The quantity was the largest in galactose; then 
came glucose, ribose, and fructose, in the order named. The forma- 
tion of this substance was negligible in sugars which showed no 
selective absorption, such as mannose, xylose and arabinose. The 
production curve of the substance rose to a maximum at an earlier 
stage in the sugar which was absorbed more rapidly, and then the 
curve tended to recede faster to the original value. The maximum 
was attained after 15 minutes in the case of galactose, and the 
value was the highest among the sugars under examination. 
Glucose reached the maximum between 30 and 45 minutes, and 
ribose between 45 and 60 minutes. The glycogen-like substance 
increased linearly at a slow velocity during the absorption of 
fructose. 

A remark will be inserted here concerning the hourly rate of 
absorption of sugars. By plotting the amounts of the sugar ab- 
sorbed against time, one can constitute figures from the data in 
Table XIV. Fig. 1 illustrates that the absorption of every sugar 
from the intestinal loop took place at a higher rate during the 
initial stage (15 minutes) followed subsequently by a lower and 
constant rate. Thus here again, as in the case of absorption from 
the whole digestive tract, the deviation from the Cori law was 
observed, the law being confirmed only in the later period of ab- 
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Absorption (%) 


Time (min.) 


Fig. 1. 
Comparative Rates of Absorption of Sugars from 
Intestinal Loop. 
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TABLE XIV. 
Formation of Glykogen-Like Substance During Absorption of Sugars. 


re 
s £5 cm & i Glycogen-fraction We he, 6 = 
#6 q| Sugar eee = E Tnereas- 25 
= a~ oO ae g hry: ed*, |Amount) g 4 
S Q¢6 g.Jo*1) (mg.%*1) (mg.) An 
Galactose 131 | 0.1187 | 732{min 687) |, 426 50 46 | 10 
Glucose 130 | 0.1192 | 619( TES 3e6)|, 815 47 43 | 14 
15 | Ribose 125 | 0.1091 | 360(iin'gar)| 56 32 85-|\-10 
Fructose 135 | 0.1012 | 812(™3* 357) 8 28 26 8 
Xylose 118 | 0.1091 | 304(Re% des) 0 15 16 8 
Galactose 146 | 0.1159 | 648(in' 597)| 344 83 77 | 16 
Glucose 124 | 0.1224 | 709(min’ 657) | 405 81 75 | 30 
Ribose 106 | 0.1136 | 444(MR TTT) | 140 44 49 | 20 
45 | Fructose 105 >} 0.1172 | 354(me* 378 50 42 39 8 
Mannose 131 | 0.1085 | 308(m9*- 39? 4 22 oii 
Xylose 12a | 0.2028, | S10 Mas Foe 11 2 23 | 10 
d-Arabinose| 101 | 0.1100 | 308(mir 302) é 
Galactose 129° "| 0.0157 || 417 (Oar ase 93 106 98 | 12 
Glucose 144 | 0.1189 | 397(/Ma™ St) | 113 | 104 | 96 | 16 
90 | Ribose 156 | 0.1020 | 434/mex-aze 130 56 62 8 
Fructose T10 | (O:1128"| 395 are 91 59 55 | 10 
Xylose 185 HO0S9. |. S7{ MEX-e8 13 38 34 8 


*, Mg. per 100 gm, of dry weight of mucosa. 
*, Value found (mg.) —304 mg. (average content of glycogen in mucosa of 
animal without receiving sugar). 


The increase in the glycogen fraction was strictly restricted to 
the very part of the mucosa which was brought into contact with 
sugars. The mucosa close by the ligatures of a loop showed only 
a very slight increase in the glycogen fraction. This evidence in- 
dicated that the increase of the glycogen-like substance was directly 
connected with sugars which were just absorbed, but not with the 
general increase of the blood sugar which followed the absorption 
of sugars. Table XV presents the quantities of the glycogen frac- 
tions of 2 series of the 20 em..long loops; the one received 2 ce. of 
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TABLE XV. 
Restriction of the Glykogen Formation to the Mucosa Absorbing Sugars. 


f 


Loop received ee aya 
mo} Nowof | Body |E2ztof| Dry | sugar a 
S ; , intest. |weight of 
& | experi- | weight tract | mucosa | Glycogen| Glycogen | Glycogen| Glycogen 
a | ment | (gm.) used | (gm.) found |increased*s| found | increased*s 
(mg.%*1)} (mg.%*1) |(mg.%*1)| (mg.%*1) 
Upper} 0.1198 593 289 
I 132 i 
Lower| 0.1226 329 25 
Upper| 0.1042 507 203 
II 102 
Lower! 0.1071 313 7 
® Upper} 0.1141 351 47 
S TIT 125 om 
gy Lower} 0.1092 552 248 
a: Upper| 0.1251 362 58 
IV 118 2 
Lower | 0.1218 661 357 
Upper| 0.1990 633 326 
Vv 110 
Lower| 0.1121 316 14 
Average 589 285 334 30 
Upper| 0.1095 561 257 
I 230 at 
Lower | 0.1088 305 1 
50 9} 
2 I fed Upper} 0.1081 520 214 ; 
Si Lower} 0.1081 309 5 
5 Upper| 0.1099 So 33 
III 196 5 
Lower | 0.1091 591 287 
Average 557 253 317 13 


*, Mg. per 100 gm. of dry weight of mucosa. 
*, Value found (mg.) —304 mg. (average content of glycogen in mucosa 
without receiving sugar). 


the 5.4% solution of glucose or galactose, and the other was placed 
close by the above-mentioned loop either on the upper or the lower 
part of the small intestine, and received 2 ce. of the 0.9% sodium 
chloride solution instead of the sugar solution. The period of 
absorption was 45 minutes. It was found in another experiments 
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that the glycogen fraction was increased only to a slight extent 
when the blood sugar was raised by the subcutaneous injection of 
2 ce. of the 5.4% glucose solution into rats. 

The inhibition of the selective absorption of sugars by poison- 
ing with monoiodoacetate resulted in the simultaneous reduction of 
the quantity of the glycogen-like substance and of organic phos- 

“phate to the level of the sugars which were absorbed without selec- 
tion. This seems to indicate that the mechanism of the selective 
absorption, phosphorylation and the formation of the glycogen-like 
substance are closely linked with each other. The results are 
summarized in Table XVI. Rats were previously poisoned with 
monolodoacetate by subcutaneously injecting 0.12 meg. per gm. of 
body weight. One hour after this treatment, 2 cc. of the sugar 
solutions were injected into the intestinal loops of 20 em. in length, 
and the glycogen fractions were determined at the end of the 


TABLE XVI. 


Inhibition of the Formation of the Glykogen-Like Substance and of 
Phosphorylation by Monoiodoacetate. 


Ed fe Phosphorus ae 
Dry = <3 
Sugar eee weightof/ oF | ee] _F | 2 | 3h 25 
ga pee ) mucose Bw Bre ee Bye Sons! Jeni 
aot (gm. ) Sel 2 ke o's a es Ba, | 
Rel Se}"s |) 2s) 68 )48 
Ww {5 peoe WY HY VY 
None 32 0.1211 308 4 495 251 244 4 
Without |Glucose| 124 0.1080 655 30 570 223 347 5 
MJA*; | Ribose 116 0.1103 535 231 522 226 296 4 
Xylose 118 0.1098 318 14 493 244 249 4 
None 142 Oa d31 316 12 462 229 233 4 
With |Glucose| 161 0.1054 354 50 477 241 236 4 
MJA*; | Ribose 19 0.1061 341 SH 473 235 238 as 
Xylose 134 0.1074 319 15 465 236 229 5 
*, Monoiodoacetate. 
*, Mg. per 100 gm. of dry weight of mucosa. 


*, Values found —304 mg. (average content of glycogen in mucosa without 
receiving sugar). 
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absorption period of 45 minutes. 

Though the interrelation between the three reactions mentioned 
above has not yet been thoroughly elucidated, it appears, by com- 
bining the results so far obtained, that the phosphorylation is con- 
nected with the selective absorption in the sense that it is involved, 
at least partly, in the formation of the glycogen-like substance 
from the absorbed sugars or in the subsequent breakdown of this 
substance into glucose (or to some fermentable reducing substance ). 
The significance of the formation of the glycogen-like substance is 
not clear, but it may be interpreted as a precaution to prevent the 
sudden rise of the blood sugar, by converting a part of the rapidly 
absorbed sugar into a polysaccharide and fixing it temporarily in 
the mucosa. That the production curve of the glycogen-like sub- 
stance attains a maximum followed by recession, means that the 
substance will be present in the mucosa only for a moment; as soon 
as it is formed, it may be eliminated into the blood circulation, 
either as such or as glucose after it has been disintegrated into this 
monosaccharide. 


SUMMARY. 


1. d-Ribose was most sensitive, among pentoses, to chemical 
reactions; the sugar was most labile against the action of alkali, 
and it produced, upon distilling in the presence of mineral acid, 
furfural at the highest velocity. The yield of furfural was almost 
quantitative. 

2. The minimum quantity of ribose, which caused pentosuria 
upon the intravenous injection or the oral administration to rabbits, 
was 250 mg. or 2 gm. per kilogram of body weight respectively. 

3. The subeutaneous injection of ribose resulted in the in- 
crease of the quantity of the glycogen fraction in the livers of 
mice. The perfusion of the isolated livers of rabbits with the 
physiological saline solution containing ribose also raised the elyco- 
gen fraction in the livers. 

4. Ribose was absorbed from the intestinal tracts of rats which 
had been starved for 48 hours, at a distinctly higher rate than 
other pentoses. The relative rate of its absorption in the first hour 
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was 74 when compared to that of glucose=100. 

5. The absorption of ribose from the intestinal loops of rats 
was also selective. The absorption was followed by the decrease 
of inorganic phosphate in the intestinal tract and by the increase 
of acid-soluble organic phosphate in the mucosa. This phosphoryla- 
tion was inhibited when poisoned with monoiodoacetate. 

6. During the absorption from the whole digestive tract, as 
well as from the intestinal loop, every sugar was eliminated at a 
distinctly higher rate in the first quarter of an hour, followed by 
a lower and almost a constant rate. It was pointed out that the 
Cori law was applicable only in the later period of the absorption. 

7. The selective absorption of ribose, glucose, galactose, and 
fructose, was accompanied by the increase of the glycogen-like sub- 
stance in the intestinal mucosa of rats. This inerease of the sub- 
stance was more distinct in the sugar which was absorbed at a 
higher rate. The production curve of the substance rose to a 
maximum at an earlier stage in the sugar which was absorbed 
more rapidly, and then the curve tended to recede faster to the 
original value. The formation of the substance in the mucosa was 
strictly confined to the very place where the absorption took place. 
The formation of the substance disappeared when the selective 
absorption was inhibited by monoiodoacetate. The mechanism of 
the selective absorption of sugars has been discussed on the basis 
of these experimental findings, emphasis being given to the close 
connection between the selective absorption, phosphorylation and 
the production of the glycogen-like substance. 


Expenses of this work were defrayed by Grants for the 
Advancement of Natural Science from the Department of Educa- 
tion. 


REFERENCES. 


Andrews, S. and Milroy, J. A. (1933): Biochem. J., 27, 1421. 

Blanco, J. G. (1928): J. Biol. Chem., 79, 667. 

Blatherwick, N. R., Bradshaw, P. J., Cullimore, O. S., Ewig, M. 
E., Larson, H. W. and Sawyer, 8S. D. (1936): J. Biol. Chem., 113, 
405. 

Bollmann, J. L. and Mann, F. C. (1931): Amer. J. Physiol., 96, 683. 


160 Y. Naito: 


Brasch, W. (1907-8): Z. Biol., 50, 113. 

Burgett, G. E., Moore, P. and Lloyd, R. (1932 i): Amer. J. Physiol., 
101, 16. 

Burgett, G. E., Moore, P. and Lloyd, R. (1932 ii): Amer. J. Physiol., 
101, 565. 

Cajori, PF. A. (1922): J. Biol. Chem., 54, 617. 

Cattaneo, ©. (1933): Biochem. Z., 267, 456. 

Charit, A. J. (1927): Pfliiger’s Arch., 214, 327. 

Cori, C. F. (1925): J. Biol. Chem., 66, 691. 

Corley, R. OC. (1926): J. Biol. Chem., 70, 521. 

Corley, R. ©. (1928): J. Biol. Chem., 76, 23. 

Cremer, M. (1893): Z. Biol., 29, 537. 

Dickens, J. (1938): Biochem. J., 32, 1645. 

Donhoffer, S. (1935): Pfliiger’s Arch., 235, 568; Arch. exper. Path. 
Pharm., 177, 689. 

Feyder, S. and Pierce, H. B. (1935): J. Nutrition, 9, 435. 

Fishberg, E, H. (1930): J. Biol. Chem., 86, 665. 

Goda, T. (1937): Biochem. Z., 294, 259. 

Good, C. A., Kramer, H. and Somogyi, M. (1933): J. Biol. Chem., 
100, 485. 

Grant, G. A. (1935): Biochem. J., 29, 1661. 

Griffiths, J. P. and Waters, E. T. (1936): Amer. J. Physiol., 117, 134. 

Hamburger, H. J. (1922): Biochem. Z., 128, 185. 

Harden, A. and Norris, R. V. (1910): Proc. Roy. Soc., B, 82, 645. 

Harding, V. J., Grant, G. A. and Glaister, D. (1934): Biochem. J., 
28, 257. 

Hockett, R. C. and Hudson, C. 8. (1934): J. Amer. Chem. Soc., 56, 
1632. 

Hoftimamn, W.S. (1927) :..d. Biole Chemnnlan lo, 

Horne, E. A. and Magee, H. E. (1933): J. Physiol., 78, 288. 

Ishikawa, H. (1935): J. Biochem., 22, 385. 

Junkersdorf, P. and Mischnat, H. (1930): Pfliiger’s Arch., 224, 150. 

Kosterlitz, H. W. (1937): Biochem. J., 31; 2217. 

Kotschneff, N. P. (1934): Z. exper. Med., 94, 417. 

Lang, K. (1928): Biochem. Z., 200, 90. 

Larson, H. W., Blatherwick, N. R., Bradshaw, P. J., Ewig, M. E. 
and Sawyer, 8. D. (1940): J. Biol. Chem., 136, 1. 

Larson, H. W. and Sawyer, S. D. (1936): J. Biol. Chem., 113, 405. 

Levene, P, A. and Jacobs, W. A. (1909): Ber. deutsch. chem, Ges., 42, 
1198. 

Levene, P. A. and Jorpes, E. (1929): J. Biol. Chem., SP 575, 

London, E, S. and Entin, J. B. (1934): Z. physiol. Chem., 225, 279. 

London, E. 8. and Polowzowa, W. W. (1908): Z. physiol. Chem., 57, 
529. 


Biochemical Studies on d-Ribose. 161 


Long, C. N. H. and White, A. (1938): Erg. Physiol., 40, 164. 

MacKay, E. M. and Bergman, H. C. (1933): J. Biol. Chem., 101, 453. 

Magendantz, H. (1932): Biochem. Z., 254, 170. 

Miller, M. M. and Lewis, H. B. (19321): J. Biol. Chem., 98, 133. 

Miller, M. M. and Lewis, H. B. (1932 ii): J. Biol. Chem., 98, 141. 

Nagano, J. (1902): Arch. gesam. Physiol., 90, 389. 

Neuberg, C. and Wohlgemuth, J. (1902): Z. physiol. Chem., 35, 41. 

Nilsson, R. (1930): Chem. Zentralbl., I, 3320. 

Nitzescu, I. I. and Benetato, M. (1925): C. r. Soe. Biol., 102, 175. 

Phelps, F. P., Isbell, H. S. and Pigman, W. (1934): J. Amer. Chem. 
Soc., 56, 747, 

Pierce, H. B:, Osgood, H. S. and Polansky, J. B. (1928-29): J. 
Nutrition, I, 247. 

Polimanti, O. (1914): Biochem. Z., 64, 490. 

Ravdin, I. 8., Johnston, C. G. and Morrison, P. J. (1933): Amer. 
J. Physiol., 104, 700. 

Raymond, A. C. and Blanco, J. G. (1928): J. Biol. Chem., 79, 649. 

Salkowski, E. (1901): Z. physiol. Chem., 32, 393. 

Sawyer, S. D. (1940): J. Biol. Chem., 136, 1. 

Silverman, A. K. and Lewis, H. B. (1933): J. Biol. Chem., 101, 741. 

Somogyi, M. (1926): J. Biol. Chem., 70, 599. 

Steiger, M. (1936): Helv. chim. Acta, 19, 189. 

Stuber, B. (1931): Klinische Physiologie, p. 69. 

Teorell, T. (1931): Biochem. Z., 230, 1. 

Thomas, P., Gradinesceu, A. and Imas, R. (1929): C. r. Acad. Sci., 
188, 664. 

van Ekenstein, W. A. and Blanksma, J. J. (1913): Chem. Zentralbl. 
II, 1562. 

Verzar, F. and McDougall, E. J. (1936): Absorption from thi intes- 
tine, p. 142. 

Verzar, F. and Siillmann, H. (1938): Biochem. Z., 289, 323. 

Wilbrandt, W. and Laszt, L. (1933): Biochem. Z., 259, 398. 

Younburg, G. E. (1927): J. Biol. Chem., 73, 599. 


Ae 


rit Aneta ey 243 ware Lasisers fraps ot Fh ote 0 oth , 


—_— 


Ob Clon: avd 2 6Rset tk tid bug. nis 
a ie ‘ite el Sag A vbeibe ie ty ai 2s laid 
OTE MES 8 weadsottit eo dei} a Bilas Bakke 
SEBO read) eet As (SRO) ee aE eiwall fae diver 12 
fhe RO ert nis 0: (REY EL eee eee Mosel ‘ 
OO! AO Lote dtemrtay depts ORE oreyeh 
~ DD GR ND Salieeties ve a" (S06a} 1b uh swvyglioW, pee D prodigt 


= ay 
2 
a 


= 
a 


CRE LidtierctasR? yuadlh > HOT) eect 

TE (Sf .foiel set a “9 Coats 5: A Rk dr oH hee 7 A aonexd ue 
eh Seer tt (seer) # i ins bun 2 HH fisiel 1 aqtedt 
Amis 7G, A THT 88 L008 > 
tof 1 2 a daeetes ine RB. H-hocae® .& HW ewrat 


aa, \ Ca! Tee A avitintg xt 
ry oie, Stephen 1 dita “0 (5) naneri 189 ee 
sonch > CORTE EG onto bas 0 2. olantel of = wibras | 
ete nT OR eae 
BED OP rend) Men ree s eadaie 2 Seinen DA bom 

: Si pew! loiteadg NS »(98L) eo ikem 

Bi, aS BRE" ciiey Soue-te f ea» 
et AHA Lote (eat) @ M wtwad he a Poa 

SS" BOGOF ional HORE + Lager Mint Ce 
2 Ht! er eh - tts ito Oy EY pik os 
de ee 4 4 sigetoteyity Andes hel B- unwen) 
hte Se LMS 8 eehitwiedk ater) # 
= vobtet big R : P¢gedpy a" ae eer LB ara 


-— 
= 


enki sity: ery ye hala 1 tee A ce 


a itr yl inte oe oot Be : fy b 4 ecaiba aire ¢ | 


——<" $e ges oe inti Cte PRP Slant rec 
kOe & fitoetaokee PCeeMTY mB ree 4 
REET tine taser’ ot Th 2a 
— = #. (ii Mere wap. ‘teas ; 1 eee oe 
A LISER, : SinSee, a, SO. Wi ay “wg 
4, LAW, Jct botwieh, BL i Pad shew De to wil 
SOW OH, Te DA deg ae thy 
ra d 2 we 20, a iste - lp 
“At ee Teej = aan 
an = jae Fe 
ae <u sa a PA : N 
‘ a Pa ind Fats w ew We al 72 ‘2 
r  @¥ ibty Tay pa ie i . 


The Journal of Biochemistry, Vol. 36. 


UBER DEN BILDUNGSMECHANISMUS DER 
CHENODESOXYCHOLSAURE IM ORGANISMUS. 


VI. Uber das Schicksal der 3.7-Dioxy-12-ketocholansadure 
sowie der 3.7-Diketocholansdure im 
Meerschweinchenorganismus. 


Von 


TUTOMU KANEMITU v. KANZI IWAKI. 


(Aus dem Biochemischen Institut Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 24. Juli 1942.) 


Durch eine Reihe von Untersuchungen von Sasaki (1940), 
Kim (1939) u. Okasaki (1941) wurde wahrscheinlich gemacht, 
dass die Cholsaure im Organismus erst in Dehydrocholséure, dann 
in Reduktodehydrocholsiure verwandelt wird, um weiter durch 
Oxydoreduktion in Desoxycholsdure iibergefiihrt werden zu k6énnen. 

Andrerseits wurde von Kataoka (1941 u. 1942) wahrschein- 
lich gemacht, dass die Bildung der Chenodesoxycholsaure aus Chol- 
sdure entweder tiber 3.7-Dioxy-12-ketocholanséure oder erst tiber 
Dehydrocholsaure, dann weiter iiber Reduktodehydrocholsaure und 
liber 3-Oxy-7-ketocholansaéure vor sich gehen kénnte, um weiter in 
Chenodesoxycholsaure reduziert werden zu konnen. 

Um dies weiter zu bestatigen, wurde den Meerschweinchen 
3.7-Dioxy-12-ketocholansaure und Dehydrochenodesoxycholsaure 
verabreicht und bei ersterem aus dem Harn von Meerschweinchen 
Desoxycholsiure und Chenodesoxycholsaure und bei letzterem Fall 
aus dem Harn Chenodesoxycholsaure vorgefunden. In der Galle 
des Meerschweinchens wurde bis heute keine Desoxycholsdure ge- 
funden, so diirfte die aus dem Harn isolierte Desoxycholsaure von 
der verabreichten 3.7-Dioxy-12-ketocholansaure herstammen. 

Die sowohl bei Zufuhr von 3.7-Dioxy-12-ketocholansaure als 
auch von Dehydrochenodesoxycholséure aus dem MHarn auf- 
gefundene Chenodesoxycholsdure diirfte wohl auch von der ver- 
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abreichten Dehydrochenodesoxycholsdure oder 3.7-Dioxy-12-keto- 
cholansaure herkommen, da die Chenodesoxycholsdure im Harn 
ausgeschieden wurde, obwohl sie eigentlich in der Meerschweinchen- 
galle enthalten ist. 

Somit ist es sehr wahrscheinlich, dass die eigentliche Chenode- 
soxycholséure durch Zufuhr der anderen korperfremden Gallen- 
sduren unter Hydrolyse ausgeschieden worden ist. Bei Zufuhr 
von Dehydrochenodesoxycholséure wurde in der Galle eine freie 
nicht gepaarte 3-Oxy-7-ketocholansdure isoliert, was woh] ein 
Hinweis sein kann, dass diese 3-Oxy-7-ketosaure aus der verabreich- 
ten Dehydrochenodesoxycholsaure gebildet und in der Galle aus- 
geschieden worden sein durfte, obwohl die 3-Oxy-7-ketocholansdure 
immer ein Bestandteil der Meerschweinchengalle ist und in der 
Galle gewohnlich gepaart vorkommt. Diese unsere Ergebnisse 
zeigen wohl, dass die Cholsdure (I) erst in Dehydrocholsdure (I1) 
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oder in 3.7-Dioxy-12-ketocholansaéure (IIT) oxydiert, dann in 
Reduktodehydrocholsiure (IV) und weiter in 3-Oxy-7-ketocholan- 
sdure (V) oder in 3-Oxy-12-ketocholansiure (VI) reduziert wird, 
um weiter in Chenodesoxycholsiiure (VII) oder in Desoxycholsiure 
(VIIT) hydriert zu werden. Diese Annahme wird dadurch unter- 
stutzt, dass bei Zufuhr der 3.7-Dioxy-12-ketocholansiure im Harn 
des Meerschweinchens nicht nur Chenodesoxycholsiure sondern 
auch Desoxycholsaure vorgefunden wurde. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 
I. Bei Dehydrochenodesoxycholsiure. 


Den Meerschweinchen, die mit Okara und Karotten lange Zeit 
gefiittert worden waren, wurden jeden Tag 3cem einer 1%igen 
Natriumdehydrochenodesoxycholatlésung in die Bauchhéhle ein- 
gespritzt. Die Zahl der fiir den Versuch gebrauchten Meerschwein- 
chen betrug 107 und die injizierte Dehydrochenodesoxycholsiure 
belief sich auf insgesamt 25 ge. 

Nach der Injektion wurde bei den Tieren der Harn durch 
Katheterisierung gesammelt. Der gesammelte Harn von 107 
Meerschweinchen betrug 21 Liter. Der Harn ist schwach alkalisch 
und hat ein spezifisches Gewicht von 1014-1022. Den gestorbenen 
und nach der Injektion getdteten Meerschweinchen wurde die 
Gallenblase sofort herausgenommen und in Alkohol aufbewahrt. 
Die Gallenblase war praller gespannt und enthielt durchschnittlich 
je 1,6 cem Galle. 

1. Die Galle. 

Die in Alkohol aufbewahrte Galle von 170 cem wurde abfil- 
triert, der Alkohol abgedampft und nach dem Ansauern mit 
verdiinnter Salzsiiure mit Ather ausgeschiittelt. Der Atherauszug 
wurde in 10%iger Sodalésung aufgenommen und die Sodaldsung 
unter Ansdiuerung mit verdiinnter Salzséure mit Essigather aus- 
geschiittelt. Der Essigitherauszug wurde nach dem Waschen mit 
Wasser und dann nach dem Trocknen abdestilliert. Der Riick- 
stand wurde nach dem Trocknen in Petrolather einige Male 
digeriert, um die fettige Substanz zu entfernen, und in Ather gelost. 
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Von der atherloslichen Fraktion wurde der Ather abdestilliert, 
der Riickstand in Essigdther gelést und der beim Einengen des 
Essigiitherauszuges abgeschiedene Krystall abfiltriert. Der Krystall 
wurde erst aus Essigither, dann aus Alkohol-Wasser umkrystal- 
lisiert. Tafeln vom Schmelzpunkt 201-202°. Ausbeute 0,11 ¢. 

Der Krystall zeigt bei der Mischprobe mit reiner 3-Oxy-7-keto- 
cholansdure keine Schmelzpunktdepression. 


3,500 mg Subst.: 9,452 mg COs, 3,005 mg H:0. 
CosH2osOu Ber. C 73,79% H 9,81% 
Gef. » 73,65 ” Osh ” 
2. Der Harn. 

Der Harn wurde mittelst elektrischen Féhns abgedampft, der 
trockne Riickstand mit heissem absoluten Alkohol fitinfmal extra- 
hiert, der Alkoholextrakt (ca. 5 Liter) mit Wasser verdiinnt und 
der Alkohol abgedampft. Die Lésung wurde unter Ansaduerung 
mit verdiinnter Salzsiure ausgeiithert, der Atherauszug mit einer 
10%igen Sodalésung extrahiert und in zwei Fraktionen, eine 
Atherlésung und eine einen gelatindsen Niederschlag enthaltende 
Sodalésung, getrennt. Die Sodalésung wurde vom kolloidalen 
Niederschlag abfiltriert. 

Das Filtrat wurde unter Ansauerung mit verdiinnter Salzsaiure 
wieder ausgeiithert, vom Atherauszug nach dem Waschen mit 
Wasser und nach dem Trocknen der Ather abdestilliert, in Petrol- 
ather einige Male digeriert, in 5%iger Kalilaugelésung gelést und 
auf dem Wasserbade ca. 5 Stunden erhitzt. Das Hydrolysat wurde 
unter Ansduerung mit verditinnter Salzsiure ausgedithert und vom 
Atherauszug nach dem Waschen mit Wasser und nach dem 
Trocknen der Ather abdestilliert. Der Riickstand wurde in 2%iger 
Ammoniaklésung gelést, mit einer 5%igen Bariumchloridlésung 
ausgefailt und filtriert. 

Die Bariumsalzfallung wurde in 10% iger Sodalésung gelést, 
auf dem Wasserbade 3 Stunden lang erhitzt und abfiltriert. Das 
Filtrat wurde unter Anséuerung mit verdiinnter Salzsiure aus- 
ceithert. Dieser Atherauszug wurde nach Abdampfen des Athers 
wieder in Petrolither digeriert, wieder in Ather aufgenommen, 
als Bariumsalz gefallt und nach dem Waschen mit Wasser und 
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Trocknen gewogen. Ausbeute 0,45 ¢. 

Dieses Bariumsalz wurde aus verdiinntem Alkohol umkrystal- 
lisiert. Feine Nadeln. Diese Krystalle wurden in Sodaldsung 
umgekocht und die nach dem Ansduern erhaltene Fallung aus 
Essigdther umkrystallisiert. Die Saure schmilzt bei 125-130°. 
Ausbeute 0,15g. Keine Schmelzpunktdepression mit reiner 
Chenodesoxycholsiure. Bei Liebermannscher Reaktion zeigt die 
Saure eine kirschrote Farbe. 

Die durch Oxydation mit Chromsaure und aus Alkohol um- 
krystallisierte in glanzende Schuppen krystallisierte Dehydrosiure 
schmilzt bei 152° und zeigt keine Schmelzpunktdepression mit 
reiner Dehydrochenodesoxycholsadure. 

Der in iiblicher Weise mit Schwefelsdéure-Alkohol bereitete und 
aus Alkohol umkrystallisierte und in Nadeln krystallisierte Athy]- 
ester der Dehydrosadure schmilzt bei 133°. 


3,505 mg Subst.: 9,580 mg COs, 2,940 mg H20. 
C26H40O1 Ber. C 74,95% H 9,68% 
Gef. » 74,54» » 9,38” 


Das von der Bariumsalzfallung der Chenodesoxycholsaure 
abgetrennte Filtrat wurde nach dem Ansduern mit Petrolather und 
Ather behandelt, aber aus der iitherléslichen Fraktion kein Krystall 
gewonnen. 

Die aus dem Alkoholextrakt mittelst Sodaldsung gewonnenen 
gelatindsen Niederschlage wurden in 5%iger Salzsdurelosung gelost, 
mit Ather ausgezogen, der Atherauszug nach dem Waschen mit 
Wasser und Trocknen abgedampft, von dabei abgeschiedenen Kry- 
stallen abfiltriert, nach dem Trocknen in Petrolather digeriert und 
wieder abfiltriert. 

Das Petrolatherfiltrat wurde nach dem Abdampfen aus Alkchol 
umkrystallisiert. Blattchen vom Schmelzpunkt 65°. Ausbeute 2 g. 
Keine Schmelzpunktdepression mit reiner Palmitinsaure. 

8,520 mg Subst.: 9,622 mg COs, 3,935 mg H:0. 


CieH 2202 Ber. C 74,94% H 12,59% 
Get. ©» 75,20 » 12,51 » 


I. Bei 3.7-Dioxy-12-ketocholansdéure. 


Den Meerschweinchen wurde 3.7-Dioxy-12-ketocholansaure als 
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1%ige Natriumsalzlésung jeden Tag in einer Menge von 4ccm 
pro kg Kérpergewicht 15 Tage lang in die Bauchhohle eingespritzt. 
2 Tage nach der letzten Injektion wurden die Tiere getotet und 
ihre Gallenblasen herausgenommen. Die Zahl der zum Versuch 
verwendeten Tiere betrug 95 und die eingespritzte Gallensaure 
insgesamt 22,9¢. Die gesammelte Galle betrug 150cem und der 
Harn 21,26 Liter. 

1. Die Galle. 

Die gelblichbraune klare, schwach alkalische Galle von 150 ccm 
wurde dureh Alkohol von Mucin, dann dureh Abdampfen von 
Alkohol befreit und vor u. nach dem Ansauern mit verdiinnter 
Salzsiiure einige Male ausgeiithert. Die beiden Atherausziige 
wurden mit einer 5%igen Sodalésung ausgeschiittelt, die Soda- 
losung unter Ansiuerung mit verdtinnter Salzséure wieder in 
Ather aufgenommen und der dureh Verdampfen aus dem Ather- 
auszug erhaltene gelblichweisse Riickstand nach dem Trocknen in 
Petrolather einige Male digeriert, um das Fett und den Farbstoff 
zu beseitigen. Dieser Riickstand wurde in 5%iger Kalilaugeloésung 
gelost, auf dem Wasserbade 3 Stunden lang erwarmt und filtriert. 
Das Filtrat wurde unter Ansduerung mit verdiinnter Salzsdure 
ausgefallt, die gelblichweisse Fallung gut getrocknet, erst in Petrol- 
ther einige Male, dann in wasserfreiem Ather digeriert, um den 
Farbstoff zu entfernen und aus allen moglichen Loésungsmitteln 
umzukrystallisieren, versucht, aber kein Krystall erhalten. Der 
Riickstand wurde daher in grésserer Menge von Alkohol mit 0,5 ¢ 
salzsaurem Semicarbazid und 0,75 g Natriumacetat in 5-6 Tropfen 
Wasser und in einer kleinen Menge Alkohol versetzt und auf dem 
Wasserbade 3 Stunden lang erhitzt. Von der Reaktionslésung 
wurde der Alkohol abgedampft und diese in eine gréssere Menge 
Wasser eingegossen. 

Die dabei abgeschiedene Fallung wurde abfiltriert, getrocknet, 
in wasserfreiem Ather digeriert und in Atherlésliche und ither- 
unléshche Fraktionen getrennt. 

Die atherunlosliche Fraktion wurde nach dem Trocknen in 
Acetonlésung unter Zusatz einiger Tropfen verdiinnter Salzsiure 
20 Minuten lang erwarmt, mit viel Wasser verdiinnt, auf dem 
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Wasserbade das Aceton abdestilliert und in Ather aufgenommen. 
Der Atherauszug’ wurde nach dem” Waschen mit Wasser und nach 
der Entwasserung abgedampft und der Riickstand in Petrolither 
und Ather digeriert und in Essigither gelést. Aus der Essigiither- 
losung schieden sich Tafelkrystalle ab, die bei 182-205° schmelzen. 
Ausbeute 0,13 g¢. Die Krystalle wurde aus Methanol und Essig- 
ather mehrmals umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzpunkt 218°. 
Keine Schmelzpunktdepression mit reiner 3.7-Dioxy-12-ketocholan- 
saure. 

3,595, 3890 mg Subst.: 9,300, 10,060 mg mg COs, 2,900, 3,175 mg H:0. 

CosH3s05 Ber. C 70,88% H 9,42% 
Gef. » 70,55”, 70,53%  ” 9,03 », 9,13%. 
2. Der Harn. 

21,26 Liter schwach alkalischen Harns vom _ spezifischen 
Gewicht 1012-1018 wurden mittelst elektrischen Fohns abgedampft 
und getrocknet. Die dabei erhaltene schwarzbraune Masse von 
365 ¢ wurde mit absolutem Alkohol extrahiert und zwar fiinfmal 
je 5 Stunden lang. 2,3 Liter Alkoholextrakt wurden eingeengt, 
mit Wasser verdiinnt, der Alkohol abgedampft, die dabei erhaltene 
schwarzbraune Lésung von 300cem mit 15g Kalilauge versetzt 
und auf dem Wasserbade 3 Stunden lang erhitzt. Die dabei ab- 
geschiedene schwarzbraune Fallung wurde abfiltriert, mit ver- 
diinnter Salzsiure ausgefallt, die gelbbraune Fallung abfiltriert, 
gewaschen und die Fallung gut getrocknet. Ausbeute 25g. 

Desoxycholsdure: Die Substanz wurde in Petrolather einige 
Male digeriert, in wasserfreiem Ather aufgenommen, die Ather- 
lésung abgedampft, wobei ein brauner Niederschlag gewonnen 
wurde. Diese Behandlung mit Petroliither und Ather wurde noch- 
mals wiederholt. 

Die Atherlésung wurde nach dem Waschen mit Wasser und 
nach der Entwisserune abgedampft. Der Riickstand wurde in 
2%iger Ammoniaklésung gelost, mit einer 5%igen Bariumchlorid- 
lésung versetzt, die dabei abgeschiedene Bariumsalzfallung mit 
einer 5%igen Sodalésung 3 Stunden lang umgekocht und filtriert. 
Das Filtrat wurde unter Ansiuerung mit verdiinnter Salzsaure 
ausgeithert, die Atherlésung mit Wasser gewaschen, entwissert 
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und abgedampft. Der dabei abgeschiedene Krystall wurde aus 
Hisessig umkrystallisiert. Prismatische Nadeln vom Schmelzpunkt 
144-145°. Ausbeute 50mg. Keine Schmelzpunktdepression mit 
reiner Hssig-choleinsaure. f 

Die Saiure wurde in iiblicher Weise durch Kochen mit Ameisen- 
siiure verestert. Der Ester wurde aus Alkohol-Wasser umkrystal- 
lisiert. Prismatische Nadeln vom Schmelzpunkt 192-193°. Keine 
Schmelzpunktdepression mit reiner Diformyldesoxycholsaure. 

4,245 mg Subst.: 10,890 mg CO, 3,390 mg H:0O. 
CocHs0Oo Ber. C 69,64% H 8,93% 
Gef:, ©75769;96.7 » 8,93 » 
Chenodesoxycholsaure. 

Das von Desoxycholsaure befreite atherische Filtrat wurde 
abgedampft, mit einer 5%igen Kalilaugelésung versetzt und auf 
dem Wasserbade 3 Stunden erhitzt. Das Hydrolysat wurde unter 
Ansiiuerung mit verdiinnter Salzsiure ausgeithert, die Atherlésung 
mit Wasser gewaschen, entwassert und verdampft. Der Riickstand 
wurde in Petrolather einige Male digeriert. Der Rickstand wurde 
in 10 cem einer 2%igen Ammoniakloésung mit einer 5%igen Barium- 
chloridlosung ausgefallt und die gelbbraune Bariumsalzfallung mit 
einer 5%igen Sodaldsung auf dem Wasserbade 3 Stunden um- 
gekocht und abfiltriert. 

Das Filtrat wurde unter Ansduerung mit verdiinnter Salzséure 
ausgedthert. Die aus dieser Atherlésung erhaltene Substanz wurde 
zweimal in Bariumsalz verwandelt. Diese Bariumsalzfallung wurde 
aus verdtinntem Alkohol umkrystallisiert. Lange Nadeln. Dieses 
Bariumsalz wurde mit 5%iger Sodalésung umgekocht, dann ab- 
filtriert und das Filtrat mit verdiinnter Salzsdure ausgefallt. Die 
gelbweisse Fallung wurde aus Essigather umzukrystallisieren ver- 
sucht, aber kein Krystall erhalten. Ausbeute 0,1 g. Es schmilzt 
bei 110-140°. 

Die Substanz wurde in 10 cem reiner Ameisensdurelésung auf 
dem Wasserbade 6 Stunden lang erwarmt und die Reaktionslésung 
in eine grosse Menge Wasser eingegossen. Die dabei abgeschiedene 
Fallung wurde aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Nadeln vom 
Schmelzpunkt 182-183°. Ausbeute 20mg. Keine Schmelzpunkt- 
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depression mit reiner Diformylchenodesoxycholsaure. 


3,640 mg Subst.: 9,275 mg COs, 2,795 mg H:,0O. 


OxHOs Ber. C 69,64% H 8,93% 
Gef. » 69,49 » » 8,59” 
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SYNTHESE DER 6-3-c-12-DIOXY-ALLOCHOLANSAURE 
UND DER £-3-c-12-DIOXY-CHOLANSAURE. 


VON 


KENZI MATUMOTO, 


(Aus dem Biochemischen Institut Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 24. Juli 1942.) 


Die bisher bekannten Gallensiuren sind Abkémmlinge der 
Cholansaure, die als Stammsiure betrachtet wird. Wie allgemein 
bekannt ist, ist die biologische Wirksamkeit des einzelnen Gallen- 
saure-Praparates von seiner chemischen Konfiguration stark 
abhangig. 

Um die Gallensdure in ein Sexualhormon tiberzufiihren wurde 
zuerst die Synthese der Allodesoxycholséiure vorgenommen. Aus 
Diacetyldesoxycholsauremethylester wurde nach dem Verfahren 
von K. Yamasaki und K. Kyogoku (1935) 3-Keto-12-acetoxy- 
cholanséure vom Schmelzpt. 169° hergestellt und in Hisessiglésung 
bromiert, wobei unter Aufnahme eines Atoms Brom eine Saure 
von der Formel CogH390;Br (1) und vom Schmelzpt. 141° erhalten 
wurde. Das Bromatom tritt in der Stellung an Cy, ein, wie T. 
Noguchi (1931) bei der Bromierung der Dehydrocholsaure beo- 
bachtet hat. : 

Dieses Monobromketon wurde in wasserfreier Pyridinlosung 
durch Erwarmung bis zum Sieden zu einem ungesattigten Keton 
von der Formel C23H3¢04 entbromt, welches bei 240° schmilzt. Aus 
A*-3-Keto-12-acetoxycholenséure vom Schmelzpt. 160° (II) wurde 
durch Reduktion mit Aluminiumisopropylat A*-6-3-Oxy-12-acetoxy- 
cholensiure vom Schmelzpt. 186° erhalten. 

Die nach Hydrolyse erhaltene A+*-$-3-«-12-Dioxycholensaure 
vom Schmelzpt. 201° (III) ist durch die Behandlung mit Essig- 
siureanhydrid oder mit konz. Alkalilosung in A®-§-3-«-12-Dioxy- 
cholensiure vom Schmelzpt. 161° iibergegangen, wie das Allo- 
cholesterin dadurch in Cholesterin umgelagert wurde (Windaus 


173 


174 K. Matumoto: 


1927). 

At.-3-a-12-Dioxycholensiure wurde in neutralem Medium 
durch Hydrierung mit Platinoxyd nach Adams und Wasserstoff 
in kleinerer Ausbeute in /-3-a-12-Dioxyallocholansdure (IV), £- 
Allodesoxycholsiure von der Formel C2osH3904 und vom Schmelzpt. 
230° und [a]p=+37,87° tibergefiihrt, aus welcher durch weitere 
Oxydoreduktion Allocholansiure vom Schmelzpt. 168° erhalten 
wurde. Der Methylester der neuen Sure schmolz bei 140°. In 
grosserer Menge wurde dabei aber /-3-a-12-Dioxycholanséure vom 
Schmelzpt. 178° und: [«]p=+37,80 (V) gewonnen, die auch durch 
Hydrierung mit Platinoxyd und Wasserstoff in saurem Medium aus 
Dehydrodesoxycholséure vom Schmelzpt. 188° gewonnen wurde. 
Der Methylester der Saure schmolz bei 155-156°. -3-a-12-Dioxy- 
cholanséuremethylester ist in Alkohol durch eine alkoholische Digi- 
toninlosung fallbar. 

Die beiden neuen Sauren, 6-3-«-12-Dioxycholansaure u. f-3-c- 
12-Dioxy-allocholansdure bilden aber mit anderen Substanzen keine 
Choleinsaure. 
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


I. 3-Keto-12-acetoxycholansiure. 


Synthese der /-3-a-12-Dioxy-allocholansaure. 27S 


Diacetyl-desoxycholsaure-methylester. 

50 g¢ Desoxycholsiuremethylester wurden in einer Lisung von 
wasserfreiem Pyridin und frisch destilliertem Essigséureanhydrid 
30 Stunden lang auf dem Wasserbad erwirmt und nach der 
Abkihlung in EHiswasser gegossen. Der dabei abgeschiedene 
Niederschlag wurde in Ather aufgenommen, mit verdiinnter Salz- 
saure vom Pyridin befreit und mit Wasser gut gewaschen. Nach 
dem Trocknen wurde die atherische Lésung abgedampft und der 
Riuckstand aus Methanol umkrystallisiert. Krystall vom Schmelzpt. 
117°. Ausbeute 31g. 
3-Oxy-12-acetoxycholansaure. 

3l1e@ Diacetyl-desoxycholséure-methylester wurden in der 
berechneten Menge von alkoholischer N/2 Kalilaugelésung geldst 
und in Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach einer Stunde 
wurde das Hydrolysat unter Neutralisierung mit verdiinnter Salz- 
siure auf dem Wasserbad vom Alkohol befreit und dann durch 
weiteren Zusatz von Salzsdure ausgefallt. Die gut getrocknete 
Fallung wurde erst aus Essigither, dann aus Alkohol-Wasser um- 
krystallisiert. Prismen vom Schmelzpt. 175°. Ausbeute 20g. 
3-Keto-12-acetoxycholansaure. 

20 g 3-Oxy-12-acetoxycholanséure wurden in 200 ccm Hisessig 
gelést und mit einer Chromsdurelésung (5g CrO3 in 50 cem 
Hisessig) vorsichtig oxydiert. Die mit Wasser ausgefallte 3-Keto- 
12-acetoxycholanséure wurde aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. 
Schmelzpt. 169°. Ausbeute 18 g. 

3,640 mg Subst.: 9,605 mg COs, 3,065 mg H:20. 


C2sH 400s Ber. C 72,17 H 9,32 
Geiy et Uleon: n 9,42. 


3-Keto-12-oxycholansaure sintert bei 120° und schmilzt bei 
132°. Nach Yamasaki u. Kyogoku (1935) soll diese freie Saiure 
bei 112—120° schmelzen. 


II. 3-Keto-4-brom-12-acetoxycholansiure. 
7,5 g 3-Keto-12-acetoxycholanséure wurden in 100 ccm Hisessig 
gelést und nach Zusatz eines Tropfens von Bromwasserstofflésung 
leicht erwirmend tropfenweise mit 60cem Brom-Eisessiglésung 
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(5g Brom in 100 cem Eisessig) versetzt. 

Die Reaktionslésung wurde in Hiswasser gegossen, die dabei 
abgeschiedene Fallung in Ather aufgenommert und mit Wasser gut 
gewaschen. Nach dem Trocknen wurde die atherische Lésung ab- 
gedampft und der Riickstand aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. 
Tafelformige Krystalle vom Schmelzpt. 141° (sintern bei 133°). 
Ausbeute 7 g. 

4,440 mg Subst.: 9,720 mg COs, 2,860 mg H2O. 


CoeHs0sBrsH20 Ber. C 59,97 H 7,75 
Celta soogn » 7,21, 


III, A*-3-Keto-12-acetoxycholensdure. 


20g 3-Keto-4-brom-12-acetoxycholanséure wurden in 200 ccm 
wasserfreiem Pyridin geldst, unter Riickflusskiihler auf dem Sand- 
bad 5 Stunden lang erhitzt und unter Ansdiuerung mit verdiinnter 
Salzsdure eine Nacht in Kaltemischung abkiihlend stehen gelassen. 
Dabei erstarrte das Reaktionsgemisch zu einem Brei, der nach dem 
Trocknen unter Erwirmen mit absolutem Ather einige Stunden 
extrahiert wurde. Aus dieser atherischen Loésung schied sich beim 
Stehen A*-3-Keto-12-acetoxycholensiure in Nadeln ab, die nach 
Umkrystallisation aus wasserfreiem Ather bei 158-160° schmolzen. 
Ausbeute 5g. Bei der Liebermann-Burchardschen Reaktion zeig- 
ten sie eine karminrote Farbe. Sie entfarben die Permanganat- 
losung sofort und addieren Brom. 

2,440 mg Subst.: 6,477 mg COs, 1,930 mg H20O. 
CukiOe Ber. C 72,50 H 8,90 
Gef. .» 72,40 258780. 
Hydrierung der A*-3-Keto-12-acetoxycholensiure. 

0,1455 g der Saure wurde in 10 ccm Hisessig gelést und unter 
Zusatz von Platinoxyd mit Wasserstoff geschiittelt. Dabei nahm 
die Losung anfangs im Verlauf von 5 Minuten ein Mol. Wasserstoft 
auf. Die durch Zusatz von einer grossen Menge von Wasser aus 
der Reaktionslésung abgeschiedene Fallung wurde nach dem Trock- 
nen in Essigester digeriert und dann aus Alkohol-Wasser um- 
krystallisiert. Diese Sdure schmolz bei 169° und zeigte bei der 
Mischprobe mit der 3-Keto-12-acetoxycholansiure keine Schmelz- 
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punktdepression. 
A*-3-Keto-12-oxycholensdure. 

lg A*-3-Keto-12-acetoxycholensiure wurde mit 50cem einer 
10% igen alkoholischen Kalilaugelésung auf dem Wasserbad 2 
Stunden erhitzt. Nach dem Verdampfen des Alkohols wurde die 
Lésung mit verdiinnter Salzsiure ausgefallt. Die Fallung wurde 
aus KHssigaéther od. Alkohol umkrystallisiert. Prismen vom 
Schmelzpt. 240°. Die Séure ist in kaltem Alkohol schwer lislich. 

3,550 mg Subst.: 9,610 mg COz, 2,880 mg H:0. 


CoH O01 Ber. © 74,18 H 9,34 
Gef. ” 73,83 » 9,08. 


Methylester. Die Saiure wurde mit Diazomethan verestert und 
aus Methanol umkrystallisiert. Blattechen vom Schmelzpunkt 147- 
149°. 
3,930 mg Subst.: 10,720 mg COs, 3,270 mg HO. 


CosHasOu Ber, MGMT 7 H 9,52 
Gef. ” 74,39 9,81, 


IV. <A*-$-38-Oxy-12-acetoxycholenséure. 


0,8 g A*-3-Keto-12-acetoxycholenséure wurde in 50 cem trock- 
nem Isopropylalkohol mit 20g frisechem Aluminiumisopropylat 
versetzt. Das Gemisch wurde ca. 2 Stunden unter der Trichter- 
decke auf dem Wasserbad leicht erhitzt und dann weiter 2 Stunden 
unter Riickflusskiihler gekocht. Das fast bis zur Trockenheit 
eingeengte Reaktionsprodukt wurde in 5%iger Sodalésung ganz 
gelost und abfiltriert. Das Filtrat wurde mit verdiinnter Salzsdure 
ausgefillt und die Fallung nach dem Trocknen in Ather aufgenom- 
men. Dieser Atherauszug wurde mit Wasser gewaschen, getrock- 
net, eingeengt und die dabei abgeschiedenen Rohkrystalle aus 
Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Die Saure krystallisierte in 
prismatischen Nadeln und schmolz bei 186°. Ausbeute 0,5¢. Bei 
der Liebermannschen Reaktion zeigte sie anfangs violettrote und 
dann kirschrote Farbe. 

4,410 mg Subst.: 11,615 mg COs, 3,550 mg H:20. 


CoeH 00s Ber. Cc 72,17 H 9,32 
Gef. » 71,83 POQOIs 
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A*-§-3-a-12-Dioxycholensaure. 

0,5 g At-f-3-Oxy-12-acetoxycholenséure wurde mit 50 cem einer 
10%igen alkoholischen Kalilaugelésung auf dem Wasserbad 2 
Stunden hydrolysiert. Nach dem Verdampfen des Alkohols wurde 
das Hydrolysat mit verdiinnter Salzsiure ausgefallt. Die rohe 
Siure wurde zuerst in Essigester aufgenommen und dann aus 
Aceton-Wasser od. Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Schuppen 
vom Schmelzpt. 201°. Liebermannsche Reaktion: violettrot-dunkel- 
rot. 

spez. Drehung: 0,040 g Subst. in 5 cem Alkobol, 

j=Ldm, a= -+0)43° [a]p= +53,75° 
3,520, 3,550 mg Subst.: 9,480, 9,580 mg COs, 2,980, 3,030 mg H20. 
CosH3sO1 Ber, ~“C°13,78 H 9,81 
Gef. » 73,45, 73,60 » 9,47, 9,55. 

Methylester. Der mit Diazomethan hergestellte Ester krystal- 
lisierte aus Methanol-Wasser in Nadeln und schmolz bei 108-110°. 
Umlagerung der Saure in A®-6-3-a-12-Dioxycholensaure. 

0,lg A?*-6-3-a-12-Dioxycholenséure wurde in einer 10%igen 
Alkalilosung 2 Stunden gekocht. Der mit verdiinnter Salzsdiure 
ausgefallte Niederschlag wurde nach dem Trocknen in Essigester 
digeriert und aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Prismen vom 
Schmelzpt. 161°. 

Diese Saure wurde auch in folgender Weise gewonnen. 0,1 ¢ 
A*-$-3-a-12-Dioxycholenséure wurde in 10 cem Essigsdureanhydrid 
2 Stunden erhitzt. Die durch Zusatz von Wasser abgeschiedene 
Fallung wurde mit einer 3%igen Alkalilésung hydrolysiert. Die 
durch Ansaduern mit verdiinnter Salzséure ausgefallte Sdure wurde 
nach dem Trocknen in Essigester digeriert und aus Alkohol-Wasser 
umkrystallisiert. Prismen vom Schmelzpt. 161°. 

Reduktion von 3-Keto-12-acetoxycholansiure mit Aluminiumisopro- 
pylat. 

1g 3-Keto-12-acetoxycholansdure wurde in 20cem trocknem 
Isopropylalkohol mit 10g frischem Aluminiumisopropylat versetzt. 
Das Gemisch wurde ca. eine halbe Stunde unter der Trichterdecke 
auf dem Wasserbad leicht erhitzt und dann weiter anderthalb 
Stunden unter Riickfluss gekocht. Das fast bis zur Trockenheit 
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eingeengte Reaktionsprodukt wurde in einer 5%igen Sodalésung 
geldst und von der grauweissen teigigen Masse abfiltriert. Die 
unter Ansduerung mit verdiinnter Salzsiure abgeschiedene Fallung 
wurde in Ather aufgenommen. Die nach dem Einengen des Ather- 
auszuges erhaltenen Rohkrystalle wurden mit 50 cem einer 10%igen 
Kalilaugelésung auf dem Wasserbad 2 Stunden hydrolysiert. Die 
Losung wurde mit verdiinnter Salzsiure angesiuert. Die dabei 
abgeschiedene Fallung wurde in Ather aufgenommen. Die nach 
Abdampfen des Athers erhaltenen Rohkrystalle wurden aus Hisessig 
umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzpt. 145°. Diese Siure zeigte 
bei der Mischprobe mit der Hisessigcholeinséure keine Schmelz- 
punktdepression. 


V. Katalytische Hydrierung der A*-f-3-a-12- 
Dioxycholensaure. 
1. B-3-a-12-Dioxry-allocholansiéure. 

200 mg der ungesattigten Saure wurden in 10 cem absolutem 
Alkohol gelést und unter Zusatz von 100mg Platinoxyd nach 
Adams und unter Wasserstoff geschiittelt. Im Verlauf von 10 
Minuten nahm die Lésung 1 Mol. Wasserstoff auf. Nach weiteren 
10 Minuten wurde die Lésung vom Platinoxyd abfiltriert, durch 
Zusatz von einer grossen Menge Wasser gefallt und die Fallung 
nach dem Trocknen in Ather digeriert. Diese Masse wurde aus 
Alkohol-Wasser od. aus Methanol-Wasser umkrystallisiert. Pris- 
matische Nadeln vom Schmelzpt. 230°. Ausbeute ca. 50mg. Bei 
der Liebermannschen Reaktion zeigten sie eine kirschrote Farbe. 

Spezifische Drehung: 0,033 g Subst. in 5 ccm Methanol, 
(ams: a= +0,25° [a]p = +37,87° 
3,905 mg Subst.: 10,530 mg COs, 3,385 mg H:0. 
C21 HO Ber. C 73,41 H 10,27 
Gef. ” 73,54 e937 03 

Methylester. In iblicher Weise wurde der Ester mittelst 
Diazomethans dargestellt. Der Ester begann bei 87° zu sintern 
und schmolz bei 140°. Durch Zusatz einer alkoholischen Digitonin- 
lésung wurde die Lésung des Methylesters gefallt. 
3.12-Diketo-allocholansaure. 
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1g -3-a-12-Dioxy-allocholansdure wurde in 10¢cm Hisessig 
gelést, mit 10cem einer 10%igen Chromsdure-Hisessiglosung 
tropfenweise versetzt und nach halbstiindigem Stehen in Zimmer- 
temperatur durch Zusatz von Wasser vorsichtig gefallt. Die 
Fallung wurde abfiltriert, mit Wasser gut gewaschen, getrocknet 
und aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Tafeln vom Schmelzpt. 
225°. Ausbeute ca. 500 mg. 


4,110 mg Subst.: 11,140 mg COs, 3,310 mg H:0. 

CosHeeOu Ber. C 74,17 H 9,34 

 Gef. » 73,92 » 9,01. 
Clemmensen-Reduktion von 3-12-Diketo-allocholansaure. 

500 mg 3-12-Diketo-allocholansaure wurden mit 20g amal- 
gamiertem Zink in 50cem Hisessig gelost und unter Zusatz von 
50 cem konz. Salzsiure in mehrere Fraktionen geteilt, auf dem 
Sandbad 12 Stunden gekocht. Das dabei abgeschiedene Ol wurde 
nach Abkiihlung durch Zusatz einer grossen Menge Wasser vollig 
ausgefallt, abgesaugt und getrocknet. Nach haufigem Umldsen aus 
Alkohol und dann aus Eisessig wurden Schuppen vom Schmelzpt. 
168° gewonnen. Ausbeute ca. 50 mg. 

Diese Sdure zeigte bei der Mischprobe mit der aus Dehydro- 
cholsaure bereiteten Cholanséure vom Schmelzpt. 163° deutliche 
Depression, aber mit der aus /-Dehydrohyodesoxycholsadure er- 
haitenen Allocholansaure keine Schmelzpunktdepression. 

3,720 mg Subst.: 10,885 mg COs, 3,660 mg HO. 
CosHs0Oe Ber. C© 79,93 H 11,19 
Gef. » 79,80 poeta (as 
2. p-3-a-12-Dioxrycholansiure. : 

Der von der f-3-a-12-Dioxy-allocholansiure befreite Atheraus- 
zug wurde abgedampft. Der Riickstand wurde zuerst aus Aceton 
und dann aus Methanol-Wasser einige Male oder aus Hisessig- 
Wasser umkrystallisiert. Glanzende Prismen vom Schmelzpt. 178° 
(bei 145° starkes Sintern). 

Liebermann-Reaktion: kirschrot-braunrot. 


Spezifische Drehung: 0,0410 g Subst. in 5 cem Methanol, 
1=1 dm, a= 031° [a}e= +37,80° 
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4,080 mg Subst.: 10,965 mg COs, 3,646 mg H.0. 


CoH 1004 Ber. 6) 73,41 H 10,27 
Gef. » 73530 L000: 


Methylester. Der mittelst Diazomethans hergestellte Ester 
krystallisiert in Prismen vom Schmelzpt. 155-156° und _ seine 
alkoholische Lésung ist durch Digitonin fillbar. 

3,900 mg Subst.: 9,458 mg COs, 3,185 mg H2O. 


Co5H 4204 Ber. C 73,83 af 10,41 
Cot sn Wosno BONS: 


Oxydation der /-3-¢-12-Dioxycholansiure. 

100 mg -3-«-12-Dioxycholansiure wurden in iiblicher Weise 
mit Chromséure oxydiert und Dehydrosiure vom Schmelzpt. 188° 
erhalten. Ausbeute ca. 50mg. Keine Schmelzpunktdepression mit 
der reinen Dehydrodesoxycholsiure vom Schmelzpt. 189°. 


Zum Schluss danke ich den Herren Prof. Dr. T. Shimizu 
und Prof. T. Kazuno bestens fiir ihre freundliche Leitung und 
Unterstiitzung bei meinen Versuchen. 
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The Journal of Biochemistry, Vol. 36. 


UBER DIE SYNTHESE DER p-ALLODESOXYCHOL- 
SAURE AUS CHOLSAURE. 


Von 


KENZI MATUMOTO. 


(Aus dem Biochemischen Institut Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 24, Juli 1942.) 


Die in der Gaile vorkommenden Gallensaiuren von 24 Kohlen- 
stoffatomen sind bekanntlich Abkémmlinge der Cholansiure, die 
als Stammsaure betrachtet wird. Neuerdings haben Fernholz 
(1935) und Sugiyama (1937) aus der Schweinegalle eine Keto- 
saure der Allocholanséurereihe, 3-Oxy-6-keto-allocholansadure, als 
Acetat isoliert. Aber diese Ketosdure ist unter Hydrolyse der Galle 
gewonnen worden. Sie sollte daher in der Schweinegalle als 3-Oxy- 
6-keto-cholansdure vorhanden sein, die 3-Oxy-6-keto-allocholansaure 
wird also als Kunstprodukt betrachtet, indem die 3-Oxy-6-keto- 
cholanséure in ein Allocholanséurederivat durch Alkali umgelagert 
wurde. Ausserdem wurden bei den Studien tiber die Epimeri- 
sierung der OH-Gruppen des Gallensauremolekiils einige Gallen- 
siuren der Alloreihe experimentell aus dem Harn oder aus der 
Galle von verschiedenen Tieren vorgefunden. So hat 8S. Miyazi 
(1938) ($-Dehydrohyodesoxycholsaure dem Kaninchenorganismus 
intraven6s verabreicht und in seinem Harn /-3-%-6-Dioxyallocholan- 
sdure aufgefunden und andererseits hat Tukamoto (1939) eine 
partiell hydrierte /-3-Oxy-6-keto-allocholansaure aus dem Harn der 
Kroten erhalten, denen «-Dehydrohyodesoxycholsdure einverleibt 
wurde. Von synthetischen Gallensiuren der Alloreihe sind bisher 
auch einige bekannt und zwar wurde a-3-Oxy-allocholansaure 
(Wieland u. Dane 1932) aus Hyodesoxycholsdure und #-3-Oxy- 
allocholansaure (Stange 1933) aus Cholesterin dargestellt. Um 
die stereochemische Konstitution und die physiologischen Eigen- 
schaften der Gallenséuren der Alloreihe festzustellen, habe ich 
bereits B-Allodesoxycholsaure (Matumoto 1942) (6-3-a-12-Dioxy- 
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allocholansdure) aus Desoxycholsdure synthetisch dargestellt. Mit- 
telst dieser Methode wurde hierbei die Synthese von Allocholsaure 
aus Cholsiure vorgenommen. Dabei wurde aber wider Erwarten 
nicht Allocholséure sondern /-Allodesoxycholsadure erhalten. 

Von T. S. Sihn (1938) wurde bereits 3-Keto-7.12-diacetoxy- 
cholansdure (II) aus Triacetylecholsiure-methylester (1) dargestellt. 
Lasst man auf diese Mono-ketoséure 1 Mol. Brom in Hisessiglosung 
einwirken, so erhalt man 3-Keto-4-brom-7.12-diacetoxycholansaure 
(IIL) vom Schmelzpt. 207-208°. 

Das Bromatom tritt bevorzugt (Butenandt u. Mamoli 1935) 
bei der Cholansaurereihe in der Stellung an Cy ein. Dieses Bromid 
wurde durch Kochen auf dem Sandbad in wasserfreiem Pyridin 
unter Abspaltung eines Mols von Bromwasserstoff (Butenandt u. 
Wolff 1935) in eine ungesattigte 4*7-3-Keto-12-acetoxycholadien- 
sdure (IV) vom Schmelzpt. 212° tibergefiihrt. Bei der Cholansaure- 
reihe wurde durch Entbromung erwartungsgemiass die eine Doppel- 
bindung in der Stellung an C4_; und in diesem Fall noch eine andere 
Doppelbindung in der Stellung an C7z-s gebildet. Wahrscheinlich 
ist hierbei erst die Acetylgruppe in der Stellung an C7 hydrolytisch 
und dann die dabei gebildete sekundare Alkoholegruppe unter 
Wirkung des Bromwasserstoffs abgespalten worden, um die Doppel- 
bindung entstehen zu lassen, wie die Cholsdure durch wasser- 
entziehende Reagentien leicht in eine Dioxycholenséure (Bédecker 
u. Volk 1921) tibergefiihrt wird, die katalytisch leicht zu Desoxy- 
cholsaure hydriert wird. 

Durch Reduktion mit Aluminiumisopropylat nach Meerwein- 
Pondorf (1925,1926) wurde aus dieser doppelt ungesittigten 
Monoacetoxymonoketosiure A?-7-$-3-Oxy-12-acetoxycholadiensiure 
(V) vom Schmelzpt. 167° erhalten, die deutliche Hammarstensche 
Reaktion zeigte. Theoretisch sollten aus der Mono-ketosaure durch 
Reduktion nach Meerwein-Pondorf zwei Stereoisomeren gewonnen 
werden. So hat M. Tukamoto (1940) durch diese Reduktions- 
methode aus Dehydrohyodesoxycholsiiure, 3.6-Diketocholansiure, 4 
stereoisomere Oxysduren erhalten, von denen die «Form der HO- 
Gruppe vorherrschend ist, wahrend bei der 3-Keto-12-acetoxy-At7- 
choladienséure hauptsachlich die B-Form, nicht aber die o-Form, 
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Or 


gebildet wurde, was auf dem Hinfluss der zweifach ungesittigten 
Doppelbindung beruhen diirfte. Das Vorhandensein der Doppel- 
bindung am C; wird dadurch unterstiitzt, dass bei der katalytischen 
Hydrierung aus dieser Dien-siure B-Allodesoxycholsiure (VI) ge- 
bildet wird, wie es bei der Bildung von Cholestan aus Cholesten der 
Fall war (Mauthner 1909). 

Die Verlagerung der Doppelbindung am Cy nach C; beruht 
hochstwahrscheinlich auf der bei der Reduktion verwendeten 
Erwarmung, wie Allocholesterin unter Einfluss von einem Kataly- 
sator leicht in Cholesterin verwandelt wird (Windaus 1927). 
Die konjugierten Doppelbindungen am C; u. Cz dieser neuen Dien- 
saure wurden im Absorptionsspektrum durch den Nachweis des 
charakteristischen Absorptionsmaximums bei 242 mu festgestellt. 

Aus der A’-’-$-3-Oxy-12-acetoxycholadienséure (V) wurde in 
Alkohol durch katalytische Hydrierung und dann durch Hydrolyse 
ein prismatischer Krystall vom Schmelzpunkt 233-—234° erhalten, 
der als 6-3-a-12-Dioxyallocholansiure (VI) von der Formel C24H4904 
d. h. 6-Allodesoxycholséure erkannt wurde, indem sie durch Oxydo- 
reduktion in Allocholanséure tibergefiihrt wird. Der Methylester 
dieser neuen Saure ist mit alkoholischer Digitoninlésung fallbar. 


CH:3°CO.O CHs CHs: CO. O CH:3-CO.O 
PREECE CH.-CH,-COOCH; ie ate AVS 
CH: | ae CH: at] ZL ered a4 
(Aba nia: LNENSG ‘i ol = 
CH::C0.0-- Ny nN J-O.0-CH: pid! ON Oe om AN Deer 
Br | 
Y 
nie CH:-C0.0 CHs-C0.0 
|CHs_p | CHs__p 
NW, * ea fifa 
CHs CHs | ve CHs hus 
fehl nag eth cop Yooag ee afink 
Vf 
APN A wy. - O° 4\/ 


CHs 
R=-CH-CH:-CH:-COOH 


186 K. Matumoto: 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


Nach der Schrift von Wieland u. Kapitel (1932) wurde 
Triacetylcholsiuremethylester aus Cholsiuremethylester (60g aus 
60 ¢) und weiter nach der von Sihn (1938) aus diesem Triacetat 
durch partielle Hydrolyse und weitere partielle Oxydation mit 
Chromsiure 3-Keto-7.12-diacetoxycholanséure vom Schmelzpt. 197- 
198° erhalten (25,5 g aus 33 g). 


1. 3-Keto-4-brom- 7.12-diacetoxycholanséure. 


25,5 g 3-Keto-7.12-diacetoxycholansiure wurden bei Zimmer- 
temperatur in 100 cem Hisessig gelost und unter Zusatz von einem 
Tropfen 20%iger Bromwasserstofflosung mit berechneter Menge, 
166 cem einer 5%igen Brom-Eisessiglosung tropfenweise versetzt, 
wobei sich die Losung nach 380 Minuten vollstandig entfarbte. 
Nach einer Stunde wurde die Reaktionslosung in Wasser gegossen 
und tiber Nacht stehen gelassen. Die dabei abgeschiedene Fallung 
wurde abgenutscht, mit Wasser gut gewaschen, getrocknet und aus 
Alkohol umkrystallisiert. Prismatische Nadeln vom Schmelzpt. 
207-208°. Ausbeute 21 g. 


2. A+?-3-Keto-12-acetoxycholadiensiure. 


23 ¢ der gebromten Ketoséure wurden in 200 cem wasserfreiem 
Pyridin geldst und 15 Stunden auf dem Sandbad zum Sieden 
erhitzt. Die mit Wasser stark verdiinnte Loésung wurde unter 
Ansauerung mit verdiinnter Salzsiure ausgefallt und die Fallung 
in Essigester geldst. Der Essigesterauszug wurde abgedampft und 
aus Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Prismen vom Schmelz- 
punkt 212°. Der Krystal] zeigt eine positive Jaffesche Reaktion 
und bei Liebermannscher Reaktion eine anfangs griine und dann 
kirschrote Farbe, aber keine Beilsteinsche Reaktion. Ausbeute 
62. 

3,715 mg Subst.: 9,900 mg COs, 2,680 mg HO. 
CocHasOs Ber. C 72,84 H 8,47 
Gef. .07 72,68 Ue SH Vie 
A*7.3-Keto-12-oxycholadiensiure : 
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Die freie Saéure wurde in iiblicher Weise nach der Hydrolyse 
der A*‘-3-Keto-12-acetoxy-choladiensiure und durch hiufiges Um- 
losen aus Alkohol gewonnen. S&ulen vom Schmelzpt. 250-253°. 

3,680 mg Subst.: 10,050 mg CO:, 2,840 mg H:0O. 
CoH 104 Ber. CNADT H 8,87 
Gef. » 74,48 » 8,63. 
Hydrierung zur Desoxycholsiure : 

2g A**-3-Keto-12-acetoxycholadiensiure wurden in 20cem 
Hisessig mit Platinoxyd und Wasserstoff geschiittelt. Die Lésung 
wurde vom Platin befreit, mit Wasser gefallt und der Riickstand 
in ublicher Weise hydrolysiert. Die durch Ansdiurern mit ver- 
diinnter Salzséure aus Hydrolysat erhaltene Fallung wurde nach 
dem Trocknen aus Ather unkrystallisiert. Blaéttehen vom Schmelz- 
pt. 170° (starkes Sintern bei 150°). Aus Hisessig krystallisierte 
sie in Nadeln vom Schmelzpt. 142°, die mit Essig-choleinsdéure keine 
Schmelzpunktdepression zeigten. Ausbeute 0,8¢. Die Sadure gab 
keine Hammarstensche und Jaffesche Reaktion und zeigte bei 
Liebermannscher Reaktion eine braunrote Farbe. Diese Saure 
wurde in tiblicher Weise durch Oxydation mit Chromsaure in die 
bekannte Dehydrodesoxycholsaure vom Schmelzpt. 184° verwandelt, 
die aus Alkohol-Wasser in Schuppen krystallisierte und weiter 
dureh Clemmensensche Reduktion in die in glanzenden Niadelchen 
vom Schmelzpt. 163° krystallisierte Cholansdéure tibergefiihrt wurde. 


3. A®?.6-3-Oxy-12-acetoxycholadiensdiure. 

2 ¢@ A*.7-3-Keto-12-acetoxycholadienséure wurden in 20 ccm Iso- 
propylalkohol gelést, mit einem Gemisch von 25g Aluminiumiso- 
propylat und 15 eem Isopropylalkohol versetzt und erst 3 Stunden 
unter Abschluss der Feuchtigkeit und dann weiter 5 Stunden unter 
Riickflusskiihlung auf dem Wasserbad gekocht. Die Reaktions- 
lésung wurde nach Abdampfen des Alkohols vollig getrocknet, dann 
in 1%iger Sodalésung gekocht, abfiltriert und unter Ansduerung 
mit verdiinnter Salzséure gefallt. 

Diese Fallung wurde in Ather aufgenommen und der aus dem 
Atherauszug erhaltene Riickstand aus Essigester umkrystallisiert. 
Prismatische Nadeln vom Schmelzpunkt 167°. Ausbeute 0,6 g. Sie 
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zeigten eine positive Hammarstenseche Reaktion und bei Lieber- 
manuscher Reaktion eine anfangs blauviolette, spater dunkelbraune 
Farbe. 
3,820 mg Subst.: 10,105 mg COs, 2,880 mg H:0. 
C2oH2sO0s5 Ber. C 72,50 H 8,90 
Gef. » 72,14 » 8.44, 
A?-*.8-3-a-12-Dioxycholadiensaure : 

Das Monoacetat wurde in iiblicher Weise mit Kalilaugelosung 
auf dem Wasserbad 2 Stunden lang gekocht und dann mit ver- 
diinnter Salzsiure ausgefallt. Die Fallung wurde erst aus Hssig- 
ather, dann aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Spindelférmige 
Nadeln vom Schmelzpt.184°. Liebermannsche Reaktion: anfangs 
blauviolett, dann violettrot mit griiner Fluoreszenz. Im Spektrum 
erschien ein fiir konjugierte Doppelbindungen charakteristisches 
Absorptions-Maximum bei etwa 242 mu. 


4. $-3-Oxy-12-acetoxy-allocholansdure. 


0,3 g¢ A®-7-6-3-Oxy-12-acetoxycholadienséure wurden in 5 ecem 
Alkohol mit 0,05 g Platinoxyd unter Wasserstoff geschiittelt. Dabei 
nahm die Lésung 2 Mol. Wasserstoff auf. Das vom Platinoxyd 
abfiltrierte Filtrat wurde durch Zusatz von Wasser gefillt, in Ather 
aufgenommen und dann der aus Atherauszug erhaltene Riickstand 
aus Kssigester mehrmals umkrystallisiert. Feine Schuppen vom 
Schmelzpt. 205°. Ausbeute 0,06 g. 

3,960 mg Subst.: 10,400 mg CO2, 3,315 mg H.O. 


C26 Hi20s Ber. C 71,83 H 9,74 
Gef... 5, 71,68 » 937, 


5. B-3-a-12-Dioxyallocholansiure (6-Allodesoxycholsaure). 


Das obenerwahnte Acetat wurde in 10%iger Kalilaugelésung 
von Zeit zu Zeit unter Ersatz von wenig Alkohol auf dem Wasserbad 
3 Stunden lang gekocht. Die durch Ansduern erhaltene freie Sdure 
krystallisierte nach hiufigem Umldsen aus Essigester in Prismen 
vom Schmelzpt. 233-234°. 

Sie zeigten keine Hammarstensche Reaktion und bei Lieber- 
mannscher Reaktion eine gelbrote Farbe. Keine Schmelzpunkt- 
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depression mit der synthetisch aus Desoxycholsdure erhaltenen -3- 
¢-12-Dioxyallocholansaure. 
Spezifische Drehung: 0,0367 g Subst., in 5 ccm Methanol 
Paid: a= +0,28 [a]p= +38,15. 


’ 


3,365 mg Subst.: 9,080 mg COs, 2,950 mg H20. 
Cos 1004 Ber. C 73,41 H 10,27 
Gef. *” 73,59 Y aS. 

Methylester: Die Saéure wurde in iiblicher Weise mit Atheri- 
scher Diazomethanlésung verestert. Nach Verdampfen des Lésungs- 
mittels wurde der Ester aus Methanol-Wasser umkrystallisiert. 
Nadeln vom Schmelzpt. 145° (sintern bei 78°). Der Ester ist in 
Alkohol durch alkoholische Digitoninlésung fallbar. 

3,12-Diketo-allocholansaure : 0,4 g B-3-%-12-Dioxyallocholan- 
sdure wurde in 10 cem Hisessig mit einer Losung von 0,4 ¢ Chrom- 
saure in 5cem Hisessig tropfenweise versetzt und nach 30 Minuten 
mit Wasser gefallt. Die dabei abgeschiedene Fallung wurde ab- 
filtriert und erst aus Alkohol-Wasser, dann Aceton-Wasser um- 
krystallisiert. Schuppen vom Schmelzpt. 222°. 

3,370 mg Subst.: 9,130 mg COs, 2,790 mg H20. 
CosH 3604 Ber. C 74,17 H 9,34 
Gef. » 73,89 920% 

Clemmensen-Reduktion zur Allo-cholansaure : 0,2 g 3,12-Diketo- 
allocholanséure wurde mit 5g amalgamiertem Zink in 15ccm 
Hisessig versetzt und weiter mit 20 cem konz. Salzséure auf dem 
Sandbad bis zum Sieden 8 Stunden lang erhitzt. Die dabei aus- 
geschiedene Substanz wurde nach Abkiihlung abfiltriert, in Alkohol 
aufgenommen und dann aus Hisessig mehrmals umkrystallisiert. 
Schuppen vom Schmelzpt. 168°. Bei der Mischprobe mit Cholan- 
siure vom Schmelzpt. 168° ergaben sie deutliche Depression, aber 
mit der nach Clemmensen aus 3,6-Diketo-allocholansaure er- 
haltenen Allo-cholanséure vom Schmelzpt. 165° keine Depression. 

3,720 mg Subst.: 10,885 mg COs, 3,660 mg H20O. 
C24sH 1002 Ber. C 79,93 Ter TRS: 
Gef. ” 79,80 oy BIE 


Allocholansaéure-methylester : Mittelst Diazomethans dargestellt. 
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Erst aus Ather, dann Methanol-Wasser umkrystallisiert. Schuppen 
vom Schmelzpt. 84°. 
3,035 mg Subst.: 8,900 mg COs, 3,035 mg HO. 


CosHs202 Ber. C 80,15 H PESL 
Gef._” 79598 2 Ay 


Zum Schluss méchte ich den Herren Prof. T. Shimizu und 
Prof. T. Kazuno fiir ihre freundliche Leitung und Unterstutzung 
bei meinen Versuchen meinen herzlichen Dank aussprechen. 
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No definition applied to the Pasteur reaction is satisfactory, 
since the true nature of the reaction has yet been obscure. It may 
still be permissible from the original observation of Pasteur to 
define the reaction as that which involves the diminution or the sup- 
pression of glycolysis in the presence of oxygen. Since this reaction 
correlates the two important energy-supplying reactions, namely 
glycolysis and oxidation, it has long been one of the most interesting 
problems in biochemistry; and a large number of hypotheses has 
been postulated with reference to the mechanism of the reaction. 
No attempt is made here to review the entire literatures, but these 
hypotheses may be classified into the following four different groups. 

1) It is assumed in the hypotheses of the first group that 
oxidation takes place at a certain stage of glycolysis; in other 
words, the anaerobic breakdown of carbohydrate furnishes sub- 
stanees for the subsequent oxidation. In his classical cycle theory, 
Meyerhof (1920, 1925) postulated that, at the recovery stage 
following the contracture of the intact frog muscle, four fifths of 
the lactic acid produced was re-synthesized to carbohydrate at the 
expense of the energy supplied by oxidation of the remaining one 
fifth of the acid. Pyruvie acid was also found by Meyerhof et al. 
(1925) to behave in a way similar to lactic acid; it accelerated 
respiration and gave rise to the re-synthesis of carbohydrate when 
perfused through frog muscle. The cycle theory has failed to 
satisfy, however, the later experiments, at least when muscle slices 
were used instead of the intact muscle. Though a marked decrease 
in the lactic acid production has also been noticed in muscle slices 
under aerobic conditions, there has been no positive indication 
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of the re-synthesis of carbohydrate. 

The failure of the cycle theory to afford a satisfactory explana- 
tion to the nature of the Pasteur reaction in muscle slices created 
the unitary theory, in which the oxidative removal of the glycolytic 
intermediary products are assumed to cover, to a large extent, the 
decrease in the lactic acid production in the presence of oxygen. 
Among the glycolytic products, lactic acid was the first to receive 
examination, but there is at present no convincing evidence in 
support of this view. There has been an abundant evidence which 
places much importance to pyruvie acid as the key substance to 
carbohydrate oxidation. Krebs and Eggleston (1940), and 
Krebs (1940) stated that the oxidation of pyruvate constituted a 
part of the normal respiration of pigeon breast muscle, and that 
the citric acid eyele of Krebs and Johnson (1937) and the C4- 
dicarboxylic acids cycle of Szent-Gyorgyi were involved in the 
reaction. From the result of an experiment with heart muscle, 
Smyth (1940) reached the same conclusion as Krebs. Szent- 
Gyérgyi’s view (1937) is as follows: Hexose is first split into 
triose. In the absence of oxygen, the triose is converted into 
pyruvie acid, two atoms of hydrogen being transferred from a 
molecule of triose to a molecule of the preformed pyruvic acid, 
which is then reduced to lactic acid. In the presence of oxygen, 
the triose is oxidized by liberating two atoms of hydrogen which 
are accepted by the C4-dicarboxylie acids system. Kutsecher and 
his co-workers (1940) attributed the cause of the Pasteur reaction 
to the removal of intermediary products (diphosphoglyceric acid 
or diphosphoglyceraldehyde) by dehydrogenation, hydrogen atoms 
ot these substances being transported to the Warburg-Keilin system 
through the C4-system. 

Boyland and Boyland (1935) observed that, in the presence 
of oxygen, triosephosphate was converted by dialyzed tissue extracts 
into some more stable compound. They deduced from this finding 
that the Pasteur reaction might have resulted from the oxidative 
removal of triosephosphate. Oppenheimer (1939) is of opinion 
that the oxidation takes place at the stage of C3-bodies, which are 
the common products of the aerobic and anaerobic breakdown of 
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carbohydrate. Harrison (19311) isolated from ox liver a special 
dehydrogenase for hexosediphosphate. However, nothing is known 
about the part assignable to this enzyme in biological oxidation. 
The discovery of dehydrogenase of the Warburg system has given 
a great significance to hexosemonophosphate as the intermediate of 
the Pasteur reaction, though there has been no convincing evidence 
which connects the oxidation of the Robison ester with the Pasteur 
reaction. Ostern and Holmes (1934) found that phosphoryla- 
tion and breakdown of glycogen by the hepatic action , took 
place more rapidly in the presence of oxygen than in its absence, 
and they inferred this to be due to the oxidative removal of some 
intermediary product, such as the Robison ester. Kodama (1932) 
and Tsukano (1932) demonstrated, in animal tissues, the presence 
of “biozucker” which had an approximate composition of hexose- 
monophosphate. The corresponding dehydrogenase was also found 
in tissues. The biological significance of this dehydrogenase 
system is, however, unknown. Engelhardt and Barchasch 
(1938) supposed that the direction of the aerobic and anaerobic 
breakdown of sugar by the macerated yeast extract might be 
determined at the stage of hexosemonophosphate. The finding 
that the formation of the Robison ester from glycogen by the action 
of tissue extracts decreased in the aerobic condition, led Gill and 
Lehmann (1939) to the deduction that the Robison ester might 
not be an intermediate of the oxidative breakdown of carbohydrate. 
Barron and his co-workers (1928, 1929, 1929-30) observed that 
the addition of methylene blue to erythrocytes, leucocytes, and 
eggs of starfish and of sea urchin, caused an increase in the oxygen 
consumption on the one hand, and an increase in sugar destruction 
and a decrease in the lactic acid production on the other hand. 
They attributed this effect of the dye to its shifting action on the 
course of the carbohydrate breakdown from the anaerobic direction 
to the aerobic, since the dye caused the oxidation of the glycolytic 
intermediates at an earlier stage of glycolysis, probably before the 
decomposition of glucose molecule into C3-fragments. 

As mentioned above, the hypotheses of the first group appear 
to be very attractive and plausible. But it is yet premature 
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to conclude, as Oppenheimer did, that the Pasteur reaction ori- 
ginates in the change of the direction of the anaerobie course of 
glycolysis at a certain stage into the oxidative. 

2) The hypotheses of the second group deal with the direct 
oxidation of sugar molecule along a course quite different from that 
of glycolysis. These hypotheses have been derived from the fact 
that glycolysis can be separated from respiration under certain 
conditions. Lundsgaard (1930) showed that monoiodoacetate 
supressed or markedly reduced fermentation of yeast without affect- 
ing respiration. This initiated his ference that oxidation might 
take place independent of anaerobic glycolysis. Many experimental 
results have been reported for and against this hypothesis. Krebs 
(1931), Meyerhof and Boyland (1931), and Quastel and 
Wheatley (19321) observed that the respiration of the tissues 
which were poisoned with monoiodoacetate continued, independent 
of glycolysis, at the expense of the preformed lactate or pyruvate. 
Then, it is little wonder that respiration is separable from ely- 
eolysis. However, Lundsgaard’s hypothesis has again received 
the support of recent imvestigators. Stannard (1937), and 
Saslow (1937) reported that RQ of the normal and caffemized frog 
museleemaintained values over 0.9 after the complete inhibition of 
glycolysis with monoiodoacetate. Shorr et al.(1938), and Barker 
et al. (1939) observed the similar phenomenon, and assumed that 
carbohydrate oxidation might not be connected with the anaerobic 
mechanism. Fazekas and Himwich (1936) stated that nicotime 
inhibited the oxidation of laetate in normal and diabetie brains of 
eats, dogs, and rats, without affecting the oxidation of glucose. 
Laser’s finding (1937 ii), which showed that carbon monoxide 
inhibited the Pasteur reaction without exerting a profound influence 
on respiration, seems to indicate that there may be no close eonnee- 
tion between the Pasteur reaction and respiration. Michaelis 
and Smythe (1936) could not find any direct correlation between 
the oxygen uptake and the inhibiting effect of various dyes on 
aerobic fermentation of the yeast extract. Bumm and his eo- 
workers (1934), and Lasser (1937i) observed that the respiration 
of various tissues remained unchanged at a wide range of the oxygen 
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tension while aerobie glycolysis increased at a lower tension. Bumm 
and his co-workers expressed a view that there was, at least in the 
intestinal mucosa, no direct bearing between respiration and gly- 
colysis. Laser concluded that Pasteur reaction was more inti- 
mately dependent on the oxygen -tension than on respiration. 
Further study on the biological signifieance of Harrison’s glucose- 
dehydrogenase (1931 ii, 1932, 1933) may throw light on the 
mechanism of the direct oxidation of carbohydrate. 

3) The hypotheses of the third group attempt to trace the 
cause of the Pasteur reaction to the oxidative inhibition of the 
action of the glycolytic enzyme system. Lipmann (1933, 19341) 
stated that the Pasteur reaction might originate from the reversi- 
ble, oxidative inactivation of the glycolytic enzyme in the presence 
of oxidizing agents. Hoogerheide (1935) believed that the 
Pasteur reaction was explainable, partly by the reversible inactiva- 
tion of the zymase system by oxygen, and partly by the oxidative 
removal of the glycolytic intermediates. Chaix and Fromageot 
(1939) reported that the action of the enzyme system responsible 
for the degradation of hexose into C3-compounds by propionic 
bacteria was inhibited by oxygen. Michaelis and Smythe (l.c.) 
found that methylene blue, pyocyanine, thionine, and other dyes 
inhibited the aerobic fermentation of the Lebedev extract by 
destroying irreversibly the enzyme system, while 1-naphthol-2- 
sulfonate and other dyes lowered the aerobic fermentation by 
inhibiting the formation of fructosediphosphate. Lennerstrand 
(1937) postulated that the aerobic blockade of fermentation might 
result from the fixation of adenylic acid to adenosinetriphosphate ; 
in other words, it might result from the diminution of adenylie acid, 
the phosphate acceptor, in the presence of oxygen. Rapkine 
(1938) observed that oxidation-reduction between triosephosphate 
and pyruvate was inhibited by iodine and oxidized glutathione. 
Gill and Lehmann (I. ¢.) noticed the inhibiting effect of oxidizing 
compounds, such as catechol +eatechol oxidase, on the formation of 
Robison’s ester from glycogen by muscle extracts. Gemmill and 
Hellerman (1937) found that phenylmereuric hydroxide and 
other mercuric compounds inhibited the aerobic glycolysis of the 
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extract of frog muscle presumably at the hexose stage, and con- 
cluded that the glycolytic process was under the oxido-reductive 
control. Lynen (1941) tried to trace the cause of the Pasteur 
reaction in yeast fermentation to the retardation of the glycolytic 
process at the stage of. dehydrogenation of 3-phosphoglyceraldehyde. 

The fact that the glycolysis is inhibited by the positive oxydo- 
reduction systems leads us to expect that the reaction thus inhibit- 
ed may be restored, or that the enzyme may be protected from the 
oxidative inactivation by adding reducing reagents, such as reduced 
glutathione, cysteine, hydrogen sulphide ete. This has been con- 
firmed by Lipmann (l.¢.), Rapkine (l.c.), Gemmill and 
Hellerman (l.c.), Chaix and Fromageot (l.¢.), and others. 
The increase of aerobic glycolysis, that is, the inhibition of the 
Pasteur reaction by reducing reagents, can be understood on the 
same eround—Quastel and Wheatley (1932 ii), Bumm and his 
co-workers (1932, 1934), Dickens (1935, 1936), Weil-Malherbe 
(1938), Runnstrom and his co-workers (1937, 1938, 1939), Chaix 
and Fromageot (l.¢.), and others. 

Many investigators have a good reason to assume that the 
inhibitory action of the reducing reagents upon the Pasteur 
reaction may be due to the removal of heavy metals which exert 
the inhibitory effect on glycolysis—K rah (1930), Mendel (1933), 
Euler (1983), Bierich and Rosenbohm (1934), Lipmann 
(193411), Wagner-Jaurege and Rzeppa (1936), Gemmill 
and Hellerman (l.¢.), Rapkine (l.¢.), Geiger and Magnes 
(1939), Gill and Lehmann (l.c.), and others. The inhibition 
of the Pasteur reaction by ethylisocyanide (Warburg) may 
belong to this category. 

Hahn and his co-workers (1937, 1938, 1939) stated that there 
was present in ox muscle a substance which called forth the Pasteur 
reaction by inhibiting the production of lactic acid in muscle under 
aerobic conditions. 

4) In the fourth group of the hypotheses, the Pasteur 
reaction is considered to be connected with the permeability of the 
cell membrane or with the colloidal state of protoplasma. It is a 
well-known fact that carbohydrate metabolism in yeast and animal 
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tissues is greatly influenced by potassium and other cations. 
Ashford and Dixon (1935), Dixon and Holmes (1935), and 
Dixon (19361) offered the following explanation for the action of 
potassium which inhibits the Pasteur reaction. and increases the 
respiration of the brain. They suggested that the Pasteur reaction 
might be caused by the decrease in permeability of the cell mem- 
brane toward glucose under aerobic conditions, the accessibility 
between the glycolytic enzymes and the substrates being consequent- 
ly decreased. The inhibiting effect of potassium and other cations 
on the Pasteur reaction in the brain was attributed by the in- 
vestigators mentioned above to the inerease of permeability and to 
the subsequent increase of the accessibility between the enzymes and 
the substrates. According to Dickens and Greville (1935), the 
effect of potassium is due to a change in the colloidal state of proto- 
plasma of the brain cell. The explanation of the Pasteur reaction 
on the basis of permeability or the colloidal state of the cell is 
fascinating, but in the absence of more concrete experimental — 
evidence, it still remains to be hypothetical. According to Kimura 
(1940, 1941), Dixon’s hypothesis, as it stands, can not be confirmed. 

It must be understood that the relation between the respiration 
and the Pasteur reaction has not yet been defined clearly. Though 
the Pasteur reaction is closely associated with the respiration, it 
has been repeatedly pointed out that there is a clear distinction 
between these two oxidative processes. They are both connected with 
the cell structure, but the Pasteur reaction is far more sensitive 
to the destruction of the cell structure than the respiration, and 
rapidly disappears under the experimental condition im vitro. This 
is the reason why the Pasteur reaction scarcely manifests itself 
in tissue-brei or in tissue extracts. Another distinction can be 
noticed in the effect of poisons upon these reactions. Warburg 
(1926) found that the Pasteur reaction was completely inhibited 
by ethylisocyanide, while the respiration survived the action of the 
poison. The following substances were found to have an effect 
similar to that of ethylisoeyanide: Hydrogen cyanide by Genevois 
(1927) and Laser (1935), carbon monoxide by Laser (198711), 
phenylhydrazine by Dickens(1934), guanidine by Mendel (1932) 


N\ 
198 Y. [wakawa: 


and Dickens (1939). The problem must depend on the further 
elucidation of the underlying fundamental reactions of the Pasteur 
effect. 

The literatures on the Pasteur reaction, so far reviewed here, 
show that all the hypotheses available at present are not enough to 
explain the whole mechanism of the reaction. In most of the 
experiments conducted in the past, the determination has been 
limited to the magnitude of respiration and to the quantities of 
lactic acid and of a few other substances produced. Dixon (1936 
ii) stated that the decrease in the products of anaerobic glycolysis 
was less characteristic than the decrease in carbohydrate catabolism 
in defining the Pasteur reaction, since the former reaction might 
necessarily be involved in the latter. However, considering the 
facet that carbohydrate is broken down into lactic acid through 
numerous intermediate stages, there is no direct, and quantitative 
relation between the breakdown of carbohydrate and the Pasteur 
reaction. Whatever the points of view may be, these hypotheses 
are always shrouded with ambiguity, so long as they are based on 
experimental data which have been obtained within such limited 
scopes. It occurred to us that simultaneous studies of the Pasteur 
reaction from the standpoints of both aerobic and anaerobic ely- 
eolysis might throw some light to this perplexing problem. Thus, 
in view of the clearness with which each phase of the anaerobic 
glycolysis in muscle has been settled, the aerobic breakdown of all 
the possible glycolytic intermediates by the muscle tissue were com- 
pared with the anaerobic by determining every product of the re- 
actions; that is, the quantity of lactic acid, of all the intermediary 
substances produced from the substrates, and of the substrates 
remaiming, together with the volume of oxygen consumed. 

{t was at least expected to clear up to a certain extent, if not 
conelusively, whether the oxidation of carbohydrate takes place, 
throughout, aside from glycolysis, or both reactions proceed together 
to a certain stage where they part one with the other. 
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EXPERIMENTAL, 


Preparation of the enzyme. 

Musele slices: Immediately after killing rabbits by bleeding, 
pieces of femoral muscles were separated, cooled with ice, and cut 
fine as quickly as possible with cooled scissors. This operation 
finished within 5 minutes after the death of the animals. 

Muscle extract: Fresh femoral muscles of rabbits were ground 
with a cooled meat-chopper, and mixed with an equal amount of cold 
water of 1°C. After standing for 30 minutes at 1°C., the extracts 
were centrifuged or filtered off through clothes. When necessary, 
the extracts were dialyzed through collodion membrane against 
running water for 7 hours at 8-10°C. 


Experimental method. 

Ten to twenty ec. of the fluid to be tested (without enzyme) 
were introduced into a modified Thunberg’s evacuation tube which 
was provided with a side-chamber, and the tube was saturated with 
oxygen or with nitrogen gas which had been freed of oxygen by 
passing through red-heat copper spirals. The enzyme preparation 
which had been placed in the side-chamber, was brought into 
contact with the fluid, and the mixture was incubated at 37°C. 
After the lapse of a certain period of incubation, the mixture was 
deproteinized with an equal amount of 10% trichloroacetic acid 
solution. The detailed experimental conditions are shown in the 
corresponding tables. 

Substrates. 

Glycogen and glucose: the purest samples of Merck’s product. 
Lactie acid: pure sodium or lithium salt. Pyruvie acid: sodium 
salt prepared by the method of Langenbeck et al. (1933). 
Phosphoglycerie acid: sodium salt prepared by the method of 
Vercellone and Neuberg (1935). «-Glycerolphosphorie acid: 
sodium salt derived from calcium glycerinum phosphoricum neu- 
trale (Merck) which had been purified by the method of Meyerhof 
and Kiessling (1933). Hexosediphosphoric acid: sodium salt 
obtained from “candiolin” (Bayer) which had been purified by 
the method of Neuberg and Sabetay (1925). Fructose-6-phos- 
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phoric acid: sodium salt prepared from candiolin by the Neuberg 
method (1918). Glucose-1-phosphoric acid: sodium salt prepared 
by the Kiessling method (1938). Adenosinetriphosphorie acid: 
samples prepared by the Barrenscheen and Filz method (1932). 
Adenylie acid: Henning’s preparation and samples prepared by 
the Ostern method (1932). Hexokinase: samples prepared by the 
Meyerhof method (1927) and by the method of Willstatter and 
Rohdewald (1940). Cozymase: samples prepared by the Meyer- 
hof and Ohlmeyer method (1937). The synthesis of phospho- 
pyruvie acid ended in failure. 

Measuring method. 

Lactic acid: Friedemann, Cotonio and Shaffer (1927). 
Glucose and reducing substances: Hanes (1929). Glycogen: 
Good, Kramer and Somogyi (1933). Pyruvie aeid: Clift and 
Cook (1932). Phosphoric acid: Teorell (1931). Acid-hydrolysis 
of hexosephosphates: Lohmann(1928). Triosephosphate: Meyer- 
hof and Lohmann (1984). Phosphopyruvie acid: Lohmann 
and Meyerhof (1934). Phosphoglyceric acid: Rapoport (1937) 
or Meyerhof and Schulz (1938). Glycerolphosphorie acid: 
Meyerhof and Kiessling (l.¢.).. Owing to the low reliability of 
the last five methods, the determination of hexosephosphates and 
other phosphorylated substances cannot be accurate. 

Consumption of oxygen: 0.5 gm. of muscle slices and 2.0 ec. of 
the buffer solution were placed in the main chamber of Warbure’s 
manometer, 0.5 ec. of the substrate solution in the side chamber, and 
a piece of filter paper which soaked up 2 ce. of 20% potassium 
hydroxide solution in the additional chamber. When muscle extract 
was used instead of slices, 1.5 ce. of the extract and 1.7 ce. of the 
phosphate buffer solution (containing 1.2 mg. of dichlorphenolindo- 
phenol) were placed in the main chamber. The readings were taken 
in the usual way. 


I. EXPERIMENTS WITH MUSCLE SLICES. 
A. Lactic acid. 


For the inability of muscle slices to oxidize lactic acid and. to 
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re-synthesize carbohydrate from lactic acid, the present experiments 
constituted an addition to a quantity of evidences which had already 
been accumulated by Meyerhof et al. (1925), Hahn et al. (1930), 
Kutscher and Sarreither (1.¢.), and others. The experimental 
conditions were as follows: 4em. of muscle slices, 6 ce. of sodium 
lactate solution (end-concentration M/50), 2 ce. of 0.15M phosphate 
buffer (pH 7.4), and 18 ce. of 0.9% sodium chloride solution were 
~ incubated at 37°C. for various lengths of time under an aerobic 
and anaerobic condition. There was no increase of oxygen uptake, 
glycogen, and reducing substances in the presence of lactate. 
Protocols are omitted. 
As to the consumption of oxygen in the presence of lactic acid 
and other substances, Chapter III is to be referred to. 


B. Pyruvic acid. 


The result of an experiment is listed in Table I. It will be 
noticed here that each table in this paper shows the result of an 
experiment as the representative of at least five experiments which 
gave approximately the same results, although quantitatively they 
varied somewhat with different preparations of the enzyme. The 
addition of pyruvic acid increased the production of lactic acid, but 


TABLE I. 
Production of Lactic Acid from Pyruvic Acid. 


10 ce. of 0.1 M sodium pyruvate solution+7 gm. of muscle slices+5 ce. of 2.6% 
NaHCoOs solution+ 20 ce. of 0.9% NaCl solution. 120 minutes. 37°C. 
Control: 10 ce. of 0.9% NaCl solution instead of pyruvate solution. 


Main experiment Control 
Time of.incubation (min.) 0 120 120 
Atmosphere No Oz Ne O» 
Ae - 
Pyruvie acid (mg.) ; 88.5 : 70.4 61.6 0.24 0.20 
Lactic acid (mg.) 60.1 | 1165 112.1 105.4 98.8 
Inorg. P (mg.) 10.4 TUS amie 1129 11.7 IG 
Glycogen (mg.) a layy 8.6 . 1 OL Bye 4.0 
Fermentable sugar (mg.)~ 25,0-—-| 7523.9 25.7 24.8 26.0 
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there was no noticeable difference in the quantities of the latter 
acid produced in the presence and absence of oxygen. No definite 
information was obtained of the re-synthesis of carbohydrate. The 
most notable difference observed was the far more distinet decrease 
of pyruvic acid under the aerobie condition than the anaerobic. 
The fate of this pyruvie acid consumed is quite obscure. It was 
not possible to examine whether the aerobic disappearance of the 
acid was followed by the inereased consumption of oxygen, since 
pyruvic acid exerted a depressing effect on the oxygen uptake. 
Whatever the situation may be, the aerobic consumption of the 
acid seems, so far as the production of lactic acid is concerned under 
the conditions of the present experiment, to have no close connection 
with the Pasteur reaction. The problem will be diseussed in detail 
in Chapter IV. 


C. Phosphoglyceric acid. 


The difference in the quantity of lactic acid which was pro- 
duced from phosphoglyceric acid under an aerobic and anaerobic 


Tasue II. 
Formation of Lactic Acid from Phosphoglyceric Acid. 
9 ec. of 0.1 M sodium phosphoglycerate solution+4gm. of musele slices+2 ec. 
of 2.6% NaHCoOs solution+8 ee. of 0.9% NaCl solution. 
10 and 60 minutes. 37°C. 
Control: 5 ee. of NaCl solution instead of the substrate solution. 


Main experiment Control 
Time of incubation (min.)| 0 | 10 60 
ne 
Atmosphere fo oMeof Os Ne Nz Oz 
Lactic acid (mg.) 354 | 23.4 21.5 33.3 | fh 2) i 087 
Phosphoglyceric acid (mg.)| 86.0) + siefen||i aie | 
Pyruvie acid* (mg.) 02) 238 | 257 | 33 0.9 | 04 
Phosphopyruvie acid (mg.)| © |} 0.4 0.4 0.3 i ' 
Inorg. P (mg.) | 46) 16.2 | 14.5 | 20.6 64 | 68 
Difficultly hydrolysable P 15.6 3.4 46 1.2 
(mg.) 

Total P (ing.) 20.1 


*% 


Pyruyic acid + phosphepyruvie acid. 
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condition was not striking, though the amount of the acid was 
slightly less under the former condition (Table IL). The absolute 
amount of lactic acid produced was small. It will be noticed in the 
table that phosphoglyceric acid was decomposed very rapidly by the 
muscle enzyme and there was produced a large quantity of pyruvic 
acid. Phosphoglyceric acid was decomposed a little more markedly 
in the absence of oxygen than in its presence; the production of 
pyruvie acid and inorganic phosphate was always slightly larger 
under the anaerobie condition. However, the difference was too 
small to account for the Pasteur reaction. 


D. aGlycerolphosphoric acid. 


It is shown in Table III that, here again as in the case of 
phosphoglyeeric acid, oxygen exerted an inhibiting effect, though 
only to a slight extent, on the produetion of lactic acid from 
a-elycerolphosphorie acid, and that the production of the acid was 
quite small. It is to be noted that there was a considerable uptake 
of oxygen in aerobiosis (see Chapter IIT). 


TasuEr III. 
Formation of Lactic Acid from a-Glycerolphosphoric Acid. 

6 ec. of 0.08 M sodium a-glycerolphosphate solution+4 gm. of muscle slices+ 
2 ec. of 0.15 M phosphate buffer (pH 7.4) +13 ec. of 0.9% NaCl solution. 
60 minutes. 387°C. 

Control: 6 ec. of NaCl solution instead of the substrate solution. 


Main experiment Control 

Nz Oz No Oz 
Lactic acid (mg.) ee ae 30.9 30.1 26.3 
Free P (mg.) 38.1 37.6 36.1 34.5 


Lactie acid at 0 time: 14.5 mg. 
Inorganic P at 0 time: 4.6 mg. 


E. Hexosediphosphoric acid or triosemonophosphoric acid. 


The use of either hexosediphosphate or triosephosphate brings 
about the same result, as a part of the former is rapidly converted 
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TaBLe IV. 
Formation of Lactic Acid from Fructosediphosphate. 


10 ce, of 0.1.M sodium fructosediphosphate solution+4 gm. of muscle slices + 
1 ce. of 0.15 M phosphate buffer (pH 7.4) +9 ce. of 0.9% NaCl solution. 37°C, 
Control: 10 ce. of NaCl solution instead of the substrate solution. 


Main experiment Control 

Time of incubation (min. ) 0 60 60 

Atmosphere Na Oz Ne Os 
Lactic acid (mg.) 17.2 60.5 56.3 28:2 21.0 
Triosephosphate P (mg.) ais 3 4.8 0.2 0,3 
Glycerolphosphoric acid (mg.) — 9.2 3.0 _— — 
Phosphoglycerie acid (mg.) stat 6.4 6.7 —= = 
Bisulfite binding subst. 0.7 20.0 17.0 0.4 0.3 

in terms of pyruvic acid (mg. ) 

Inorg. P (mg.) 5.8 93.4 18.5 TA 6.5 
180-min. P (mg.) _ 22.8 30.8 0.2 1.4 
Difficultly hydrolysable P (mg.) a 7.0 2.9 0.8 0.3 


into the latter by aldolase present in muscle slices. As shown m 
Table IV, the production of lactic and pyruvie acid was slightly 
inhibited by oxygen. The amount of lactic acid produced from 
the Harden-Young ester was larger than from either phospho- 
glyceric acid or glycerolphosphorie acid, but was smaller than from 
either hexosemonophosphates or glycogen. Inorganic phosphate 
was present in a larger amount in the absence of oxygen, indicating: 
that the disintegration of the Harden-Young ester was more pro- 
found in anaerobiosis. There was no noticeable difference in the 
quantity of phosphoglyeerie acid produced under both conditions. 
The presence of a larger amount of the difficultly hydrolysable phos- 
phate fraction in the absence of oxygen may be attributed to the 
accumulation of glycerolphosphate which is easily oxidized under 
the aerobic condition. As a matter of fact, the amount of glycerol- 
phosphate was larger in anaerobiosis than in aerobiosis. That an 
exceedingly larger mount of the 180-minute hydrolysable phosphate 
fraction was present in aerobiosis is another sign of the inhibition 
of the degradation of the ester in the presence of oxygen. 
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F. Triosephosphoric acid + pyruvic acid. 


According to Meyerhof, the dismutation between triose- 
phosphoric acid and pyruvic acid into phosphoglyceric acid and 
lactic acid respectively constitutes the main process of glycolysis. 
Table V reveals that the production of lactic acid in this reaction 
was rather marked, but that its difference in the presence and 
absence of oxygen was quite small. 


TABLE V. 


Production of Lactic Acid from Fructosediphosphate in the 
Presence of Pyruvate. 


120 minutes. 37°C. 


Main 


experiment || Control IL Control II | Control III 


0.1 M sodium Onn 9 

fructosediphosphate aris | tS) ar: Th 
0.2 M sodium pyruvate 2 ce. — 2.ee) > 
Muscle slices Lit deg | 4 gm. 4 gm. 4 gm. 
Phosphate buffer (pH 7.4) | 3 ee. | 3 ce. 3 ee. 3 ee. 

' 2.6% NaHCO; 2 ee. | 2 ee. 2 ce. 2 ee. 
0.85% NaCl | 10ee.; | ee. 12 ce. 14 ee. 
Atmosphere Ne | Oz | Ne | Oz Ne | Os Ne | Oz 

Lactic | Found (meg.) 55.6 | 50.4 | 46.6 | 38.1 | 27.6 | 26.0] 26.2 | 22.6 
arid Sl iseronce(mg.)| | 15.2 8.5 1.6 3.6 


Lactic acid at 0 time: 10.8 mg. 


G. Hexose-6-phosphoric acids. 


The use of either glucosephosphorie acid or fructosephosphoric¢ 
acid results in the same, since phosphosaccharomutase of [ri (1938), 
which is present in muscle, converts one of the acids into the other 
and immediately establishes an equilibrium between them. In the 
present experiment, Neuberg’s fructose-6-phosphoric acid was 
used as the substrate. The results are listed in Table VI, in which 
the following two points are noticeable; the first is the high produc- 
tion of lactic acid, and the second is the remarkable drop in the 
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TapLe VI. 
Production of Lactic Acid from Fructosemonophosphate. 


10 ec. of 0.1 M sodium fructosemonophosphate+4 gm. of musele slices+7 ce. of 
0.15 M phosphate buffer solution (pH 7.4) +3 ec. of 0.9% NaCl solution, 
60 minutes. 37°C. 
Control: 10 ce. of NaCl solution imstead of the substrate solution. 


Main experiment Control 
Lactie acid 

Ne Oz No Oz 
Found (mg.) 96.4 76.9 33.4 28.0 
Difference (mg.) 19.5 5.4 


Lactic acid at 0 time: 12.0 mg. 


production of lactic acid in the presence of oxygen, that is, the 
occurrence of the Pasteur reaction. Considering the fact that the 
Pasteur reaction is indistinct in hexosediphosphate, it is conceivable 
that the fall in the decomposition of hexosemonophosphates in aero- 
biosis might be brought about by the mhibition of the conversion 
of fruetosemonophosphate into fructosediphosphate. 


TaBLEe VII. 
Production of Luetic Acid frem Glueose-1-Phosphate. 

10 ce. of 0.1 M sodium glucosephosphate+4 gm. of muscle slices+5 ce. 
of 0.15 M phosphate buffer (pH 7.4) +6 ee. of 0.9% Na€l solution. 
60 minutes. 37°C. 

Control: 10 ee. of NaCl solution instead of the substrate solution. 


Main experiment Control 
Ne Os No Oz 
Tati Found (mg.) 85.2 | 61.5 39.4 agehal 
wore Difference (mg.) 2a Task 
Inorg. P (mg.) 33.9 20.4 37.6 35.2 
10-min. P (mg.) 11.4 14.4 0.1 1.3 
aoe P (mg.) 14.7 19.3 0.3 Ail. 
Difficultly hydrolysable P se 3 
(ng.) 43.7 92, 2.4 2. 
Total P (mg.) Aa.7 73.0 40.4 40.4 
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H. Glucose-1-phosphoric acid. 


The Pasteur reaction was marked (Table VII). The ester 
behaved in a similar way to hexose-6-phosphates. This seems to 
indicate that the reaction, glucose-1-phosphate > glucose-6-phos- 
phate, is not affected by oxygen. The analysis of the phosphate 
fractions (inorganic phosphate, 10-minute hydrolysable phosphate, 
180-minute hydrolysable phosphate, and difficultly hydrolysable 
phosphate) revealed that the effect of oxygen on the fractions was 
not distinct enough to place any particular significance in the 


difference in their quantity. 


I. Glycogen. 


Table VIII presents an additional fact to the well-known 
evidence that the Pasteur reaction takes place distinctly in the 
case of glycogen. It is to be pointed out that a large quantity 
of glycogen remained under the aerobic condition. The difference 
in the quantities of glycogen, which became more marked with time, 


TABLE IX. 
Effect of Potassium Chloride on Production of Lactic Acid from Glycogen. 
oT Ob cab crs Aa OF 


Experiment 
a II EET 
2% Glycogen a= 5 ee. d ee. 
Musele slices 4 gm. 4 gm. 4 gm. 
0.15 M phosphate buffer (pH 7.2) 2 ee. 2 ee. 2 ee. 
0.15 M NaCl 13 ee. 8 ee. — 
0.15 M KCl = == 8 ee. 
Atmosphere Ne | Oz Ne | Oz Ne | Oz 
Glycogen (mg.) 5.6 | 6.7 77.1 | 97.8 | 2 85.4 
) 
Hound: Cae.) 20.7 | 134 | 40.9 | 15.7 ay | 28.2 
IEF ORGY = |S : 
Difference (mg.) 183 2532 13.5 


Lacti¢ acid at 0 time: 12.3 mg. 
Glycogen at 0 time: 10.7 mg. in Experiment I, 111.7 mg. in II and IIT. 


— Pit a 
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covered %;—34 of the difference in the amount of lactic acid pro- 
duced. This seeems to show that the retarding effect of oxygen on 
glycolysis manifested itself already at a very early stage of the 
reaction by inhibiting the phosphorolysis of glycogen. Inorganic 
phosphate, phosphoglyceric acid, and pyruvie acid did not show 
any significant change. There was also no marked difference in 
the production of reducing substances and aldose under either con- 
dition. Owing to its ready oxidability, glycerolphosphorie acid was 


found in far less quantity in the presence of oxygen. The inhibitory 


effect of potassium on the Pasteur reaction was also observable in 
glycolysis of muscle slices as in the ease of other tissues (Table [X). 


J. Glucose and hexokinase. 


The: production of lactic acid from glucose by the action of 


TABLE X. 


} 


Production of Lactic Acid from Glucose in the Presence of Hexokinase. 


Main experiment Control I Control II 
Glucose 2 ec. (90 mg.) -— — 
Glycogen — 2 ee. (83 mg.) — 
Hexokinase 5 ce. — — 
Musele slices 4 gm. 4 gm. 4 om. 
NasHPO,:12H20 1 ce, (53 mg.) 1 ce. lee. 
1.3% NaHCOs 2 ce. 2 ce. 2 ce. 
0.9% NaCl 10 ee. 15 ee. 17 ee. 
Time of incubation 60 60 0 60 
at 23°O, (min.) win 0 
Atmosphere Nz | Oz iNewIOs Nz | Os 
Lactie acid (mg.) 20.1 | 73.7 | 69.4 | 16.5 |45.0 129.2 | 16.6 | 19.9 | 17.2 
Inorg. P (mg.) AD OOS 4 10 1 SA) 722 10-2 Ore 20 
7-min. P (mg.) 1.3 | 4.9 | 4.9 ON 20 2.20 tO Crone al 
Ip0in, E— 2.91 5 03 | 0a | 01 
7-min. P (mg.) 0.4 2.9 5.4 0.3 1.0 1.9 
Difficultly hydrolysable | 97] 48] 4.0] 0.7 | 11] 08] 07 | 10] 08 
ee. 12.2 |12.3 |12.3 


Total P (mg.) 


Reducing substance in 
terms of glucose (mg.) 


21.6 | 21.6 | 21.6 
102.4 | 61.7 | 65.7 


1253) dz. | de 
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muscle slices was greatly increased by adding hexokinase and 
inorganic phosphate, particularly in aerobiosis. It is shown in 
Table X that the difference in the quantity of the acid in the 
presence and absence of oxygen was exceedingly small compared 
to glycogen, that is, the Pasteur reaction was not distinct. There 
was no great difference in the glucose consumption between the 
aerobie and anaerobic condition. The esterification of inorganic 


phosphate and the production of the 180-minute hydrolytsable phos- 


phate fraction were slightly larger in the presence of oxygen. 
Willstatter and Rohdewald (l.c¢.) stated that oxygen did not 
have any noticeable effect on the production of lactic acid from 
glucose by the fresh muscle tissue in the presence of hexokinase. 
Now, a question was raised why the Pasteur reaction was more 
distinct in glycogen than in gluose with hexokinase. It was found 
that the Pasteur reaction was also inhibited when hexokinase was 
added to glycogen (Table XI). It seemed that there was present 
in the hexokinase preparation some substance which accelerated 
the aerobic and anaerobic glycolysis, especially the former, thus 
causing the inhibition of the Pasteur reaction. 


TABLE XI. 
Production of Lactic Acid from Glycogen in the Presence of Hexokinase. 


2.5 cc. of 8% glycogen solution+4 gm. of muscle slices+3 ec. of hexokinase 
solution + 2.5 ec. of 0.15 M phosphate buffer (pH 7.4) +5 ce. of 
0.15 M NaCl solution. 45min. 37°C. 
Control: 5 ec. of NaCl solution instead of the substrate solution. 


Main experiment Control 
Lactie acid 
Ne Orn yas hoa | O» 
Found (mg.) 62.7 6u9 | 52.1 | 41.7 
Difference (mg.) | LOR | 10.4 
\ | 


Lactic acid at 0 time: 14.9mg. in main experiment, 
13.0 mg. in ¢ontrol. 


Il. EXprerRIMENTS WITH MUSCLE EXTRACT. 


It is a well-known fact that the Pasteur reaction cannot be 
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TaBLE XII. 


Formation of Lactic Acid from Various Substrates by the Action of 
Muscle Batract. 
5 ce. of 0.12 M solutions of substrates+2.7 mg. of 2.6-dichlorphenolindophenol 
+5 ce. of muscle extract (1:1) +5 ce. of phosphate buffer (pH 7.4). 
CO mines 7 CF 
Control: 5 ce. of 0.9% NaCl solution instead of the substrate solutions. 


Lactic acid 
Substrate Increased (mg.) 
Sa jl =. a ae DLLLLerencesaure) 
Ne Oz 
Glycogen 13.5 4.5 9.0 
Glucose-1-phosphate 13.4 3.6 | 9.8 
Fructose-6-phosphate 13.7 4.6 9.1 
Fructosediphosphate + pyruvic acid 10.9 9.9 | 1.0 
Fructosediphosphate 3.7 2.6 | Aiba 
Pyruvie acid 0.4 0.2 0.2 
Control 1.2 0.9 0.3 


Lactic acid at 0 time: 12.8 mg. 


found in the muscle extract. Lipmann (1933) found, however, 
that 2.6-dichlorphenolindophenol inhibited reversibly the aerobic 
elyeolysis of the Meyerhof extract of guinea pig muscle. Ac- 
cording to his interpretation, the muscle extract lacks in the 
autoxydizable respiration-enzyme which retards the glycolysis under 
the aerobic condition, and the dye has a stimulating effect on this 
enzyme. With the use of the muscle extract and 2.6-dichlorphenol- 
indophenol, the aerobic and anaerobic production of lactie acid from 
elycogen and from various intermediary products of glycolysis was 
examined in the present experiment. The Pasteur reaction took 
place most distinctly at the concentration of the dye which was 
decolorized within 10 to 20 minutes at 37°C. under the experimental 
condition. The decoloration was accelerated by the addition of 
elycogen, hexosediphosphate, adenosinetriphosphate, and other sub- 
stances. The brief summary of the experimental results are listed 
in Table XII. The detailed analysis of the reaction was done with 
glycogen, and the results are shown in Table XIII. It will be 
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Taste XIII. 
Production of Lactic Acid from Glycogen (Muscle Extract). 


200 mg. of glycogen+8 cc. of muscle extract (1:1) +2.9 mg. of dichlor- 
phenolindophenol+ 8 ce. of 0.2 M phosphate buffer. 37°C. 


Time of incubation (min. ) 0 35 05 
| 
Atmosphere Ne Oz Noe Os 
Lactie acid (mg.) Lyfe) 37.6 29.9 awl 37.4 
Glycogen (mg.) 203.9 26.6 49.5 20.9 24.2 
Be CuONE DUVEHO Ae 10.7 | 1013 | 803 | 921 | 128.2 
terms of glucose (mg. ) 

Aldose in terms of glucose (mg.) 15.3 86.7 74.0 72.4 25.6 
Free P (mg.) 76.9 19.9 27.3 22.8 30.6 
-180-min. P (mg.) 0.4 32.4 24.6 aT 05) 12.8 
Difficultly hydrolysable P (mg.) 0.7 19.1 19.5 16.7 26.6 


noticed in Table XII that there was a close similarity between 
muscle extracts and slices in their action on the production of 
lactic acid from various substrates under aerobic and anaerobic 
conditions. The Pasteur reaction and the production of the acid 
were marked in glycogen and hexosemonophosphates, while both 
reactions were very slight in other substrates. Considering these 
results obtained with muscle extracts, it can now be said that the 
poor production of lactic acid from fructosediphosphate and other 
substrates is not due to the low permeability of these substances 
through the cell membrane, but due to the fact that the substances 
can only produce the acid in a small quantity under the present 
experimental conditions. Table XIII shows that the difference 
in the quantity of the intermediary products in the presence and 
absence of oxygen was brought about more distinctly in extracts 
than in slices. Before entering into the discussion of the results, 
the following findings are to be recalled here. The conversion of 
the Robison ester into fruetosediphosphate is retarded in the 
presence of oxygen; glycerolphosphate is rapidly removed in aero- 
biosis; phosphoglycerie acid is converted into phosphopyruvie or 
pyruvic acid with a great ease. Taking these points into considera- 
tion, the results of the present experiment may be interpreted in 


Se ES et 


oo eo ee ae 


' 


Studies on the Pasteur reaction in muscle. PANE} 


the following way. In the early stage of the reaction, the con- 
sumption of glycogen, the decrease of inorganic phosphate, and the 
formation of the reaction products (lactic acid, reducing substances, 
and aldose) were greater under the anaerobic condition. This 
indicates that oxygen had a marked inhibitory effect on phosphoro- 
lysis and on the subsequent degradation of glycogen. In the later 
stage, the difference in the amount of the glycogen consumed dis- 
appeared, and there was accumulated large quantities of reducing 
substances and of aldose under the aerobic condition, the difference 
in the amounts of lactic acid continuing to be distinet. The esteri- 
fication of inorganic phosphate and the formation of the 180-minute 
hydrolysable phosphate fraction were always more marked in the 
absence of oxygen, while the difficultly hydrolysable fraction was 
formed in a larger amount in its presence. These results showed 
that the aerobic diminution in the production of lactic acid in the 
later stage is a result of cessation of the reaction which involved 
the phosphorylation of hexosemonophosphate. The accumulation of 
reducing substances, aldose, and the difficultly hydrolysable phos- 
phate, reveals that the chiefly accumulated product was glucose- 
monophosphate which was in equilibrium with fructosemonophos- 
phate. That the esterification of inorganic phosphate and the 
formation of the 180-minute hydrolysable phosphate fraction were 
higher in anaerobiosis means that glycogen was decomposed at a 
greater velocity and to a further extent under the anaerobic condi- 
tion than in the aerobic. 


III. CoNSUMPTION OF OXYGEN. 


It will be noticed, beforehand, that the output of carbon dioxide 
was not measured in the present experiments. Therefore, the con- 
sumption of oxygen does not necessarily mean respiration. 

There was a seasonal variation in the consumption of oxygen 
by muscle slices of rabbits. The volume of oxygen consumed by 
1 gm. of muscle slices at 37°C. was 50cmm, after 30 minutes, and 
100 emm. after 60 minutes, in March; 32 emm. and 54 cmm. in June; 
15¢mm. and 20cmm., in August and September. This seasonal 
variation can be traced to the difference in the carbohydrate content 
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of the winter and summer muscles. The addition of glycogen or 
hexosediphosphate to the winter muscle did not exert any noticeably 
increasing effect on the consumption of oxygen, while it raised the 
oxygen uptake of the summer muscle up to the level of the winter 
muscle. Both winter and summer muscles responded to the addi- 
tion of glycogen by showing the Pasteur reaction to the same 
intensity, whilst hexosediphosphate was capable of bringing about 
the Pasteur reaction only to a slight extent in muscles of both 
kinds. 

The consumption of oxygen was influenced in various ways 
by the addition of glycolytic products. Lactate retarded the 
oxygen uptake to a slight extent. Pyruvie acid exerted a strong 
lowering effect on the oxygen uptake, especially at the concentra- 
tion higher than 0.01 M. Under this circumstance the consump- 
tion of oxygen in the presence of puruvie acid could not be 
determined with accuracy. According to Krebs and Eggleston 
(l.¢.), the added pyruvie acid competes for oxygen with the 
substrates normally present and suppresses their oxidation. Phos- 
phoglyceric acid inhibited slightly the consumption of oxygen. 
This may be due to the action of pyruvie acid formed from the 
substrate. In the presence of «-glycerolphosphorie acid, a good deal 
of oxygen was consumed, while the Pasteur reaction was negligible. 
As has been mentioned above the Pasteur reaction was obscure 
inspite of large oxygen consumption in the case of fructosediphos- 
phate. Hexosemonophosphates consumed more oxygen than 
elyeogen, with same degree of the Pasteur reaction. These 
results present examples of the lack of quantitative relation between 
the oxygen uptake and the Pasteur reaction. All of the data 
mentioned above are represented graphically in Fig. 1. 

The addition of adenosinetriphosphate to muscle slices 
inereased the consumption of oxygen in the case of elycogen, 
hexosemonophosphates, and hexosediphosphate (Fig. 2). The 
inhibitory effect of adenosinetriphosphate on the oxygen uptake 
in control experiments which were run without adding substrates, 
may be attributed to the rapid disappearance of the preformed 
carbohydrate, which was easily oxidizable in the presence of 


‘ 


of slices or 5 cc. of extract ) 


(cmm, per gm. 


Oxygen consumption 


Studies on the Pasteur reaction in muscle. 215 


80F¢ 


Muscle slices 


>) 
[o) 

pa 
’ 


SE SS Muscle extract 


(oy) 
(eS) 
| 


oO 
(e) 
} 


aS 
je) 


iS) 
iS 


Time (min.) 


Fig, 1. 


Oxygen Consumption. 


In main room: 
0.5 gm. of muscle slices+1.0 ce. of phosphate buffer (pH 7.4) +1.0 cc. of 
0.9% NaCl solution; or 1.5 ce. of muscle extract (1: 1) +1.7 ce. of buffer 
+1.2mg. of dichlorphenolindophenol. 
In side room: 
0.5 ec. of 0.24 M solution of substrates. 
3 Oe 
1) Glucose-1-phosphorie acid. 2) Fructose-6-phosphorie acid. 3) Glycogen. 
4) Fructosediphosphoric acid. 5) Control (without substrate). 6) Glycerol- 
phosphoric acid. 7) Lactic acid. 8) Phosphoglyceric acid. 9) Pyruvie acid. 
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Substrate alone 


70 
Sly. Sa  Stbsiraiee- 
adenosinetriphosphate 


(4) 


Oxygen consumption (cmm. per gm. of muscle slices) 


Time cemin.) 


Fig. 2. 


Oxygen Consumption in the Presence of Adenosinetriphosphate. 
In main room: 


0.5 gm. of muscle slices +1.5 ec. of phosphate buffer (pH 7.4) -+0.5 ee. of 
0.9% NaCl solution. 


In side room: 
0.3 ec. of 0.24 M solutions of substrates+ 0,2 cc. of 0.25M sodium adenosine- 


triphosphate. 
S70: . 
Control: 0.2 ec. of 0.9% NaCl solution instead of the substrate solutions. 
‘1) Fructose-6-phosphate. 2) Glycogen. 


3) Fructosediphosphate. 4) Control. 
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adenosinetriphosphate. 

The consumption of oxygen in muscle extracts was exceedingly 
small (Fig. 1). Nevertheless, the Pasteur reaction was distinct. 
This finding also suggests that the oxygen uptake has no direct 
bearing upon the Pasteur reaction, though consideration must be 
given to the possibility that the presence of the dye may seriously 
influence the consumption of oxygen. 


IV. EFrrect oF THE SUBSTANCES OF THE ADENYLIC ACID 
SYSTEM ON THE PASTEUR RBACTION. 


Reviewing the data so far obtained in the present experiments, 
the chief cause of the Pasteur reaction can probably be traced to 
the following two points: 1) The retardation of phosphorolysis of 
glycogen; 2) the inhibition of the formation of fructosediphosphate 
from fructosemonophosphate. It is a well-known fact that, among 
the glycolytic reactions, these two reactions which are inhibited 
by oxygen, require the co-enzymes of the adenylie acid system. 


TABLE XIV. 
Effect of Adenosinetriphosphate on the Production of Lactic Acid from 
Various Substrates (Muscle Slices). 
Main experiment: 
3 ec. of 5% glycogen solution or 3 ce. of 0.5 M solutions of hexosephosphates 
+2ce. of 0.1 M sodium adenosinetriphosphate+2 gm. of muscle slices+ 
7 ec. of phosphate buffer (pH 7.4). 45 minutes. 37°C. 
Control I: Without adenosinetriphosphate. 
Control Il: Without substrates. 
Control III: Without adenosinetriphosphate and substrates. 


Lactic acid (mg.) 


Main experiment Control I Control II Control III 


Atmosphere Ne Oz No Os Ne Oz Ne Oz 


Glycogen 45.6 49,2 42.5 34.3 10.4 9.8 9.8 8.2 


Fructose-6-| ‘ B a 
phosphate 34.2 34.3 29.9 24,4 


Fructosedi- ; ~ 
phosphate 21.5 20.0 | 20.6 18.0 


Substrate 
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From this evidence, the experiments were initiated to examine 
the effect of the substances of the adenylic acid system on the 
Pasteur reaction. It was expected that the reaction would be 
influenced by the addition of the substances. Table XIV shows 
that the expectation was fullfilled in muscle slices. The formation 
of lactic acid from glycogen and Neuberg’s ester was increased 
by the addition of adenosinetriphosphate under the aerobic and 
anaerobic condition, particularly under the former, and thus the 
Pasteur reaction was profoundly retarded. The aerobic produc- 
tion of lactic acid often exceeded the anaerobic in the presence of 
a sufficient quantity of adenosinetriphosphate. The effect of 
adenosinetriphosphate on the production of lactic acid from 
fructosediphosphate was negligible. The effect of adenosinetriphos- 
phate was demonstrated more clearly in the muscle extracts, 
especially in the extracts which had been deprived of the ability of 
glycolysis as well as the decoloration of dichlorphenolindophenol 
by dialyzing off the co-enzymes. The results are summarized in 
Table XV. The dialyzed extracts acquired the ability of glycolysis 


TABLE XV. 


Effect of Adenosinetriphosphate on the Production of Lactic Acid 
from Glycogen (Muscle Extract). 
Experiment I. 

220mg. of glycogen+2ce. of 0.15 M sodium adenosinetriphosphate + 2.7 

mg. of dichlorphenolindophenol+5 ee. of muscle extract (1:1)+8 ce. of 

0.15 M phosphate buffer (pH 7.4). 45 minutes. 37°C. 

Control: 2 cc. of water instead of adenosinetriphosphate solution. 

Experiment IT. 

A. 220mg. of glycogen+3 ce. of sodium adenosinetriphosphate (5 mg.) 
+1.45 mg. of dichlorphenolindophenol+6 ce. of dialyzed muscle extraet 
+15mg. of MgCle-6H20+ 6 ce. of 0.2 M phosphate buffer (pH 7.4). 

45 minutes. 37°C. 
B. 50mg. of sodium adenosinetriphosphate. 


Experiment I Experiment IT 
Main experiment Control A B 
ielaiek No Ore oONe Oz Ne Oz Ne Oz 
Lactic acid (mg.) 23.5 24.6 23.5 | 14.4 |] 19.4 |° 13.0 | 30.4 | 29.2 ; 
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on the addition of adenosinetriphosphate, and this was more marked 
in the case of a large quantity of the substance. 

Adenosinetriphosphate showed no effect on the Pasteur 
reaction in brain slices of rabbits and in yeast. 

The effect of muscle adenylic acid on glycolysis and on the 
Pasteur reaction of muscle slices and extracts was of the same 
quality as that of adenosinetriphosphate, but it was less constant 
and less distinct. The results of the experiments with slices and 
extracts are briefly presented in Table XVI. 


TaBLE XVI. 


Effect of Adenylic Acid on the Production of Lactic Acid from Glycogen. 
Experiment I. 
80 mg. of glycogen+2 cc. of sodium adenylate (24 mg.) +1 gm. of muscle 
slices + 2 ec. of 0.15 M phosphate buffer (pH 7.4) +1 ce. of 0.9% NaCl solu- 
tion. 60 minutes. 37°C. 
Control: 2 ec. of NaCl solution instead of adenylate solution. 
Experiment II. 
160 mg. of glycogen+2 ce. of sodium adenylate (16 mg.) +0.37 mg, of di- 
chlorphenolindophenol + 6 ec. of dialyzed muscle extract+4ce. of 0.2M 
phosphate buffer (pH 7.4) +15 mg. of MgCh:6H:0+7 ec. of water. 
80 minutes. 37°C. 
‘Control: 2 ce. of water instead of adenylate solution. 


Experiment I 


Experiment IT 


Main experiment Control Main experiment Control 
Atmosphere No Oz No Oz Nao Oz Ne Oz 
Lacticacid | 565 | 053 | 149 | 81 | 26.0 | 23.7 | 13.4 | 67 


(mg.) 


reduced glutathione, 


and creatine exerted no 


Co-zymase, 
noticeable influence on the Pasteur reaction in muscle slices and 


extracts. 


IV. DiIscussion. 


The present data do not permit a full analysis of the Pasteur 
reaction, but certain points deserve discussion. The most salient 
fact found was that phosphorylation of fructose-6-phosphate to 
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fructosediphosphate and phosphorolysis of glycogen were intensive- 
ly retarded in the presence of oxygen. It can be said with a fair 
degree of certainty that the inhibitory effect of oxygen is mainly 
concentrated, at least under the conditions of the present experi- 
ment, on the two reactions mentioned above. 

It has been often observed by many investigators that phos- 
phorylation was more marked in the presence of oxygen than in its 
absence, and this has been interpreted as the result of the increased 
esterification in aerobiosis. The present data suggest, however, 
that the accumulation of the phosphorylated products may be the 
cause of this increased phosphorylation. 

The glycolytic intermediates divide themselves into two groups 
with regard to the magnitude of the Pasteur reaction. Glycogen 
and hexosemonophosphates which produce a large amount of lactic 
acid under the anaerobic condition, give rise to the Pasteur 
reaction, while hexosediphosphate and other intermediates down to 
pyruvie acid produce lactic acid in a small quantity on the one 
hand, and give the Pasteur reaction, on the other hand, in a 
very indistinct way. This distinction between the two groups of 
substances raises a question whether the obscurity of the Pasteur 
reaction in hexosediphosphate and other substances is connected 
with the low production of lactic acid from these substrates. An 
attempt was made in the present experiment to increase the yield 
of lactic acid from fructosediphosphate by using a larger amount 
of the substrate and the enzyme, and by adding pyruvic acid to 
the substrate. These treatments did not, however, increase the 
magnitude of the Pasteur reaction at all. There is at present no 
satisfactory answer to this question. The small production of lactic 
acid from hexosediphosphate and other glycolytic intermediates © 
may be due to the lack of the substances, which accelerate the 
reaction by coupling with the used substrates or with their degrada- 
tion products. In view of the fact that the same distinction was 
also observed in the experiments with muscle extracts, it is clear 
that the distinction is not brought about by the lower permeability 
of hexosediphosphate and other substrates toward the cell membrane 
than in the case of glycogen and hexosemonophosphates. 
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The following two facts involve a suggestion concerning the 
nature of the Pasteur reaction in muscle: 1) Phosphorolysis of 
glycogen and the phosphorylation of fruectosemonophosphate are the 
two reactions which need the co-enzyme of the adenylic acid system ; 
2) adenosinetriphosphate and adenylic acid have a strong, retarding 
action on the Pasteur reaction. It will be recalled in this con- 
nection that adenylie acid is promptly deaminized in the excised 
muscle. Between two co-enzymes of glycolysis, adenosinetriphos- 
phate was found by Kobayasi (1940) to be decomposed more 
quickly than co-zymase. Then the quantity of the substances of the 
adenylic acid system may be different in intact and excised muscles, 
and this difference may have some effect, at least quantitatively, on 
glycolysis in vivo and vitro. 

As far as the present experiment concerns, it may be said that 
the decomposition of carbohydrate proceeds along a definite path 
with no regard to the presence or absence of oxygen, and that the 
aerobic retardation of the intermediary reactions of glycolysis con- 
stitutes the main cause of the Pasteur reaction. This differs, 
it is to be noticed, from the hypotheses hitherto advanced that 
the oxidative removal of the glycolytic intermediates originates 
the Pasteur reaction. It has been described in the introductory 
part that the hypotheses of the third group postulate the retarda- 
tion of glycolysis in the presence of oxygen as the cause of the 
Pasteur reaction. The glycolytic phases where the inhibition of 
oxygen has been assumed to take place, differs, however, from those 
in our hypothesis. The hypothesis which attracts the particular 
notice is that of Michaelis and Smythe who attributed the in- 
hibitory effect of oxygen on yeast fermentation to the aerobic 
suppression of the formation of hexosediphosphate. 

However, it is possible that the Pasteur reaction is, at least 
partly, attributable to the oxidative removal of the intermediary 
products of glycolysis. The great decrease in pyruvic acid and the 
high oxygen consumption of glycerolphosphorie acid under aerobic 
conditions of the present experiments deserve some comments 
in this connection. The present data afforded no indication that 
the oxidative removal of pyruvic acid caused the Pasteur reaction; 
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the production of lactic acid was not seriously influenced by oxygen. 
It must, however, be stated that the present experiments were run 
under a particular condition where a rather large quantity of 
pyruvic acid was added in one dose to the enzyme solution. Cir- 
cumstances may be different in natural glycolysis. Here, pyruvic 
acid is produced continually in a small quantity. Then, the oxida- 
tion of pyruvic acid may participate in the Pasteur reaction under 
these conditions which are more physiological than those in the 
present experiments. The significance of the high oxygen uptake 
in glycerolphosphorie acid is not clear; but it can be said that the 
oxidation of the acid is not closely related to the Pasteur reaction, 
because there is no serious difference in the production of lactic 
acid from this acid under aerobie and anaerobic conditions on the 
one hand, and glycerolphosphorie acid is not involved in the main 
process of glycolysis on the other hand. 

There was throughout the present experiments a tendency for 
the decomposition of every intermediate of glycolysis to be more 
or less retarded in the presence of oxygen. This retarding effect 
of oxygen may be accumulative until it turns out to be one of the 
causes of the Pasteur reaction. 

It is to be noted that the occurrence of the Pasteur reaction 
or its magnitude cannot be determined from the quantity of the 
oxygen consumed, since there is no quantitative relation between 
the oxygen uptake and the Pasteur reaction. 

Nothing conclusive can be found about the question as to 
whether oxygen exerts directly its inhibitory action on the enzyme 
system or indirectly by affecting co-enzymes or some side reactions. 
The fact that the substances of the adenylic acid system have a 
profound influence on the-Pasteur reaction suggests the possible 
participation of the substances in the reaction. — Lipmann (19338, 
19341) stated that the inhibitory effect of oxidizing agents on 
fermentation of the maceration extract of yeast manifested itself 
first after all the sulfhydril compounds of the extract had dis- 
appeared. In the present experiments, reduced glutathione did not 
protect anaerobic glycolysis from the inhibiting effect of oxygen. 
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SuMMaRY. 

1) The Pasteur reaction, in slices and extracts of rabbit 
muscle, was studied with the employment of glycogen, glucose+ 
hexokinase, and all possible intermediary products of the anaerobic 
muscle glycolysis as the substrates of the reaction. The forma- 
tion of both lactic acid and all other products, the consumption of 
the substrates, and the oxygen uptake were compared under aerobic 
and anaerobic conditions. 

2) The Pasteur reaction was distinct when glycogen and 
hexosemonophosphates were treated with muscle slices, while the 
reaction was very slight or negligible in fructosediphosphate, triose- 
phosphate, phosphoglycerie acid, «-glycerolphosphorie acid, pyruvic 
acid, and lactic acid. 

3) The results obtained with the use of muscle extracts, in 
the presence of 2.6-dichlorphenolindophenol, were quite similar to 
those of muscle slices. 

4) In the earlier stage of the lactic acid production from 
glycogen, there remained a larger quantity of glycogen unchanged 
in the presence of oxygen than in its absence. In the later stage, 
the Pasteur reaction was accompanied by the accumulation of the 
Robison ester fraction. 

5) It was deduced from these findings that the cause of the 
Pasteur reaction in muscle could be mainly attributable to the 
retarding effect of oxygen on the following two reactions of gly- 
colysis ; Phosphorolysis of glycogen, and the conversion of fructose- 
monophosphate into fructose diphosphate. Thus, the Pasteur re- 
action is not caused by the oxidative removal of the glycolytic 
intermediates, but by the aerobic retardation of the production 
of the intermediates. This may suggest that the aerobic and 
anaerobic decomposition of carbohydrate might proceed along the 
same path. 

6) The Pasteur reaction was markedly inhibited by the 
addition of adenosinetriphosphate and muscle adenylic acid to the 
reacting system. 

7) The consumption of oxygen had no quantitative con- 
nection with the Pasteur reaction. 
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DER ENZYMATISCHE ABBAU DES HISTIDINS. 


Von 


YOSHIO OYAMADA. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba, Direktor: Prof. Dr. S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 3. September 1942) 


Es war die Ansicht von Edlbacher (1926/1930/1931/1934) , 
dass beim Abbau des Histidins dureh die Histidase der Imidazol- 
kern zuerst aufgespalten wird, die a-Amino-Gruppe dagagen nicht 
desaminiert wird und durchaus intakt bleibt. Er hat wohl als 
das Spaltprodukt des Histidins die /(+)-Glutaminsaure isoliert. 
Der Verlauf der Abbaureaktion, der nun in den letzten Verdoffent- 
lichungen allgemein zitiert ist, sollte folgender sein: 


ie 
CH =C-CH:-CH-—COOH co = C-CH:-CH-COOH 
neal 
NH N NH: eee NH NH; 
\ A | 
Cc O=—C 
‘HH H 
1-Histidin is 
obit 
‘ = CH—CH.-CH-COOH 
a NH: 
O=C 
H 
i 
CO-CH.-CH:-CH-—COOH Fock Tone oe eat 
| | 
OH NH: Ti ee NH: 
O=C 
iF} 
1-Glutaminsaure w-Formyl]-l-glutamin 


Sera (1939) hat Leberextrakt auf das Histidin einwirken ¢e- 
lassen und aus der Reaktionslésung die Urocaninsaéure und das 
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d,l-Isoglutamin isoliert; er (1940) hat auch beobachtet, dass die 
Urocaninsiure durch das Leberferment in d,l-Isoglutamin tber- 
fiihrbar war. Diese Ergebnisse des Histidinabbaues zeigen, dass 
sich der erste fermentative Aungriff zuerst nicht auf den Imidazol- 
ring, sondern auf die «Aminogruppe richtet; sie sprechen gerade 
gegen die Behauptung von Edlbacher. Takeuchi (1940/1941) 
hat die Reinigung des Histidinabbauferments ausgeftihrt und ein 
Ferment (Histidin-aminase) isoliert, das Histidin mit 100% Aus- 
beute in die Urocaninsiure iiberftihren kann. Er konnte noch ein 
anderes Leberferment (Urocanicase) isolieren, durch das die 
Urocaninsaure vollstaindig abgebaut wird, waihrend das Histidin 
dadurch gar keine Spaltung erleidet. Er konnte aus der durch 
die Urocanicase gespaltenen Urocaninsaurelosung als das Abbau- 
produkt das d,l-Isoglutaminchlorhydrat in reinen Kristallen mit 
28% Ausbeute gewinnen. Bei der Sitzung der Fermentforscher 
am 6. Juni 1942 in Osaka wurde entschieden, dass fiir jenes 
Ferment, das das Histidin intramolekular desaminierend zu 
Urocaninsaure ftihrt, die Benennung Histidase zur Ehre von 
Edlbacher, der zuerst die fermentative Spaltbarkeit des Histidins 
gefunden hat, beibehalten wird, waihrend fiir das andere Ferment, 
das die Urocaninséiure bis zum Verschwinden der Paulyschen 
Diazoreaktion abbaut, die Benennung Urocanicase aufgenommen 
wird. Wir brauchen daher von jetzt an diese Benennungen. 
Vergleicht man nun die chemische Struktur der Urocaninsaure 
mit der des Isoglutamins, so kann man wohl bemerken, dass der 
Ubergang der Urocaninsiure zu Isoglutamin sicher keine einfache 
Reaktion ist und dass bei der Urocaninsiurespaltung die kom- 
plizierter als das Isoglutamin aufgebauten Substanzen intermediar 
gebildet werden miissen. Auf dieser Arbeitslinie wurden die Ex- 
perimente bei uns unter Leitung von Prof. Akamatsu fortgesetezt. 
Zuerst wurde bemerkt, dass beim Abbau der Urocaninsiiure 
durch Urocanicase trotz dem endlichen Verschwinden der positiven 
Diazoreaktion kein Auftreten des nach van Slyke bestimmbaren 
Stickstoffes gemessen wurde. Dieser Befund zeigt eindeutig, dass - 
das Isoglutamin an und fiir sich nicht durch die direkte Wirkung 
der Urocanicase gebildet wird. Diese Verbindung muss also aus 
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dem noch unbekannten Spaltprodukt der Urocaninsaure wahrend 
des chemischen [solierungsverfahren entstanden sein. Das Isoleren 
dieses intermediaren Produkts begegnete anfangs vielen Schwierig- 
keiten. T akeuchi (1941) hat auch schon verschiedene Verfahren 
probiert und konnte endlich das d,l-Isoglutamin gewinnen. 

In Anbetracht, dass jene unbekannte intermediare Substanz 
bei ihrem Isolierungsverfahren spontan in Jsoglutamin verandert 
wurde, hat Verfasser gedacht, dass bei der Behandlung der Hydro- 
lyseniosung ein moglichst mildes Verfahren 2u vyerwenden sei. Die 
endlich ausgewahlte Methodik war prinzipiell folgende. Die mit 
Natronlauge auf Ph8 neutralisierte Urocaninsaurelosung wurde 
mit dialysierter Urocanicase gemischt und bei 37° stehen gelassen. 
Pufferlosung wurde absichtlich nicht zugesetzt, um die Isoherung 
des Reaktionsprodukts zu erleichtern. Nach dem Verschwinden 
der Diazoreaktion wurde die Verdauungslosung mit Phosphorsaure 
aut Ph5d angesauert, durch Erwarmen enteiweisst, Altriert, mit 
aktiver Kohle entfarbt und unter vermindertem Druck bis zu 1 five 
1/15 Volumen eingeengt. Diese konzentrierte Lésung wurde dann 
wieder mit Phosphorsaure kongorotneutral gemacht und mit Essig- 
ather extrahiert. Der Extrakt wurde unter vermindertem Druck 
stark eingeengt und abgekiihlt. Es schieden sich farblose nadel- 
formige Kristalle aus, die im warmen Essigather gelost, mit 
Petroleumather bis zu peginnender Trubung versetzt und dureh 
Abkiihlen wieder als Kristalle ausgeschieden wurden. Diese 
Substanz zeigte keine Gewichtabnahme beim Trocknen im Vakuum 
pei 100°. Der Schmelzpunkt war 118° (korr.)- Die Ausbeute 
petrug beim erstmaligen Verfahren 1g aus 32 Urocaninsaure mit 
2, Molekulen Kristallwasser, beim zweiten Mal 1g aus 2g und beim 
dritten 1,6 g- aus 48 ¢. Tnzwischen haben Sera und Aihara 
(1942) auch die Reinigung der Uroeanicase ausgefihrt und als 
das Spaltprodukt der Trocaninsaure unter Verwendung dieses 
Ferments eine SubstanzZ isoliert, die den Schmelzpunkt von 120 
130° und | a] 2=}—6,08° zeigte. Diese linksdrehende Substanz 
wurde von ihnen Proisoglutamin genanut. 

Die von uns isolierten Kristalle waren nach der Elementar- 
analyse _Formy!-isoghutamin, und zwar, wie spater erwahnt, von 
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razemischer Form. Kein van Slyke-Stickstoff war nachweisbar. 
Die Bestimmung der Ameisenséure, die nach der Saurehydrolyse 
der Kristalle mit Wasserdampf destilliert und demfolgend nach der 
Sublimat-Reduktionsmethode gravimetrisch gemessen wurde, betrug 
90% des theoretischen Werts. 

Der Formylrest war mit der aAminogruppe des Isoglutamins 
verbunden vorhanden, weil kein Amino-N nach van Slyke 
nachweisbar war. Das a-Formyl]-d,l-isoglutamin sollte sich dann 
wie eine Monocarbonsdéure verhalten. Dies war tatsaichlich der 
Fall. Die wiassrige Losung der Substanz reagierte namlich ziem- 
lich stark sauer und als ihre gewogene Menge in Losung gegen 
Phenolphthalein direkt acidimetrisch titriert wurde, betrug die 
dabei verbrauchte V/10 Natronlauge gerade diejenige Menge, die 
zur Neutralisation einer Monocarbonsaure erforderlich war. Das 
Resultat der alkoholischen Titration der Substanz sprach auch fiir 
ihre Monocarbonsaure-Natur. 

Das von der Urocaninséure enzymatisch entstandene Formyl- 
isoglutamin war optisch inaktiv. Es hat die d,l-Form. Aber als 
Bergmann (1936) das Carbobenzoxy-l-isoglutamin chemisch von 
der natiirlichen /-Glutaminsaure ausgehend synthetisierte, zeigete 
diese Substanz polarimetrisch keine Drehung, obwohl ihre reduktive 
Hydrolyse das /-Isoglutamin lieferte. Diese Angabe in Betracht 
ziehend, wurde der obenerwadhnte von der Ameisensdure frei 
gemachte Destillationsriickstand auf die optische Aktivitat unter- 
sucht. Die Losung zeigte keine Drehung, obwohl sie 0,9% 
Glutaminsaure enthalten sollte. Das Formyl-isoglutamin ist von 
der d,l-Form. 

Das Formyl-d,l-isoglutamin wurde nun als das Spaltprodukt 
der Urocaninséure gewonnen. Friiher haben Sera (1940) und 
Takeuchi (1941) aber aus dem Urocaninsaurehydrolysat das d,l- 
Isoglutamin isoliert und zwar in bemerkenswerter Weise hat 
Takeuchi diese Substanz als ihr Chlorhydrat erhalten, obwohl 
dabei zu ihrer Isolierung bloss das einfache Quecksilberazetat- 
verfahren statt der diesmaligen Hssigather-Extraktion verwendet 
wurde. Die chemische Entformylierung des Formyl-d,l-isoglu- 
tamins ist also sehr leicht méglich. Um diese Frage zu entscheiden, 
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ist Verf. folgenderweise vorgegangen. Das mit Natronlauge 
neutralisierte Formyl-d,l-isoglutamin wurde nach Kochsalzzusatz 
mit Salzsiure bis kongorotneutral angeséuert und ihm, wie es 
Takeuchi friher getan hatte, Quecksilberazetat zugefiigt, bis kein 
weisser Niederschlag mehr entstand, dann die saure Reaktion des 
Gemisches durch Zusatz von Natronlauge zu Ph5 abgestumpft. 
Der Niederschlag wurde dureh Zentrifugieren zweimal mit Wasser 
gewaschen und seine Aufsechwemmung in Wasser durch Schwefel- 
wasserstoff entquecksilbert. Als das klare Filtrat unter verminder- 
tem Druck eingeengt und abgekiihlt wurde, schieden sich nadel- 
formige Kristalle aus, die aus einer kleinen Menge 33% Alkohols 
umkristallisiert und im evakuierten Exsikkator getrocknet wurden. 
Die Substanz schmolz bei 233° (korr.), zeigte keine Drehung und 
die Analyse ergab, dass sie das d,l-Isoglutaminchlorhydrat war. 
Die Ausbeute war 44%. Die Gewinnbarkeit des d,l-Isoglutamins 
aus dem Formyl-isoglutamin spricht auch fiir die razemische Natur 
des letzteren. 

Jetzt war nun nachzuforschen, warum beim Ausfiihren des 
Quecksilberverfahrens das d,/-Isoglutamin und zwar sein Chlor- 
hydrat aus dem Formyl-d,l-isoglutamin gebildet wurde. Als Take- 
uchi das Spaltprodukt der Urocaninsdure aus der Versuchslosung 
durch Quecksilberazetat fallte, wurde die Losung vorher mit Salz- 
sdure versetzt, um die zuerst fiir die Alkalisierung der Urocanin- 
saure gebrauchte Natronlauge vollig in Kochsalz tiberzufiihren. 
Dieser zufalligen Anwesenheit des Kochsalzes entgegen hat der 
Verfasser diesmal, wie oben erwihnt, der Formyl-d,l-isoglutamin- 
losung schon vor der Quecksilberazetatfallung absichtlich Kochsalz 
hinzugefiigt. Das Formyl-isoglutamin hat nun wegen der Formyl- 
eruppe ein reduzierendes Vermégen. Seine Losung in verdiinntem 
Azetatgemisch von Ph5 reduzierte schon bei Zimmertemperatur 
allmihlich das zugesetzte Silbernitrat unter Abscheidung des 
schwarzen Silbermetalls. Demgemiss war der folgende Gedanke 
moglich: Das Formyl-isoglutamin reduziert Hg** zu Hg", das sich 
als Kalomel niederschlagt, wahrend es selbst durch Oxydation der 
Formylgruppe zu CO: in freies d,l-Isoglutamin tibergefitihrt wird 
und dann als Quecksilbersalz ausfallt. Das Gemisch dieses Queck- 
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silbersalzes und Kalomels liefert also nach Schwefelwasserstoff- 
behandlung und Konzentrierung schliesslich das d,/-Isoglutamin- 
chlorhydrat. Aber die reduzierende Kraft des Formyl]-isoglutamins 
ist nicht betrachtlich stark, und sowohl die durch die Urocanicase 
gespaltene Urocaninsiurelésung als auch die diesmalige Formy]l- 
isoglutaminlésung wurden nach Quecksilberzusatz bei Ph 5 weder 
erwarmt noch lange Zeit stehen gelassen; dann muss die oben 
erwahnte Isoglutaminbildung durch Oxydation des Formyl-iso- 
glutamins, obwohl diese Reaktion sicher stattgefunden hat, doch 
gering gewesen sein. Daher war es notig eine andere Méglichkeit 
zu finden. Wenn das Formyl-d,l-isoglutamin bei Anwesenheit des 
Kochsalzes mit Quecksilberazetat versetzt wird, soll die Formyl- 
eruppe des Formyl-isoglutamins mit HgCls in ganz gleicher Weise 
wie das Formamid mit dem Sublimat verbinden, um ein schwerlés- 
liches salzsaures Merecuri-Salz zu bilden. Wenn diese Quecksilber- 
verbindung durch Schwefelwasserstotf zersetzt wird, soll die Lésung 
selbstverstandlich das Formyl-isoglutamin und Salzsaure in aqui- 
molekularem Verhaltnis enthalten und wenn dieses weiter eingeenet 
wird, soll die Formylgruppe durch die Salzséure abgespalten und 
nach Entweichen der Ameisensiure das Isoglutaminchlorhydrat 
gebildet werden. 


Buk: Heidt aan cau H»N-CO-CH-CH2-CH»-COOH 
| 
a ——> NH +H] 
| 
CH Oo=C 
| H 
O-HeCl 


Diese Moglichkeit konnte tatsichlich verwirklicht werden. 5 ccm 
M/10 Formyl-isoglutamin und dasselbe Volumen N/10 Salzsiure 
wurden zusammen bei 37° stehen gelassen, und die Bildung der 
freien Aminogruppe wurde zeitweise nach yan Slyke in 2 cem deg 
Gemisches bestimmt. 1,52cem Nz war nach 72 Stunden nach- 
weisbar. Die Restprobe wurde weiter bei 40° getrocknet, mit Wasser 
wieder auf das Volumen vor dem Eindampfen gebracht und auf 
ihren NH»-N-Gehalt untersucht. Er war 2,19 cem No-Gas (22°, 
765 mm) fiir 2 cem der Lésung; 90%ige Entformylierung entstand 
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demgemass durch aquivalente Salzsiure. Durch diese Untersuch- 
ungen wurde es nun klar, warum das d,l-Isoglutamin als salzsaures 
Salz aus der durch die Urocanicase gespaltenen Urocaninsiure- 
losung isoliert wurde. 

Das Schicksal des Formyl-d,l-isoglutamins in vivo muss dann 
verfolet werden. Das Verhalten des Benzoyl-Glycin-Amids, des 
Benzoyl-isoglutamins und Benzoyl-Arginin-Amids gegen Protease in 
Betracht ziehend, kann man wohl eine asymmetrische Amidabspal- 
tung des Formy]-d,/-isoglutamins erwarten. Dies war aber nicht der 
Fall. Eine eventuelle Hydrolysierbarkeit der Substanz wurde in 
verschiedener Weise z. B. durch Papain-CN bei Ph 5, durch Nieren- 
Glycerinextrakt bei Ph7 oder durch Leberautolysat bzw. Pankreatin 
bei Ph8 untersucht. Es konnte keine Zunahme der alkoholisch 
titrierbaren Carboxylgruppe festgestellt werden, obwohl zu den 
Versuchen schhesslich tiber 2@ Substanz vergeblich verbraucht 
worden waren. Das Formyl-d,l-isoglutamin war also gegen die 
Proteasen resistent. Man kann jedoch andererseits eine oxydative 
Abbaubarkeit der Formylgruppe voraussehen, weil das Formyl-d, l- 
isoglutamin wie oben erwahnt eine reduzierende Higenschaft besitzt. 
Der folgende Versuch wurde daher angestellt. Zuerst wurde Phos- 
phatextrakt der Meerschweinchenleber mit defibriniertem Blut 
gemischt und auf das Formyl-d,l-isoglutamin bei Ph7 einwirken 
gelassen. Die Folge war, dass die Blutfarbe in kurzer Zeit dunkel- 
rot wurde und durch Durechblasen von Os wieder zum fritheren 
Hellrot zuriickkehrte. Eine probeweise ausgeftihrte van Slyke-N- 
Bestimmung ergab im Vergleich mit dem ohne Substratzusatz aus- 
gefiihrten Kontrollversuch eine deutliche Zunahme der freien 
Aminogruppe. Dann habe ich beim Ansetzen des nochmaligen 
gleichen Versuches den Amino-N sofort bestimmt und unter 
stindiger O2-Durchleitung bei 37° die Zunahme der freien Amino- 
eruppe Zeitweise gemessen. Nach 6-8 Stunden konnte die Halfte 
des totalen primargebundenen Amino-N als freie Aminogruppe 
nachgewiesen werden. Es war eine 50%ige oxydative Entformylie- 
rung des Formyl-d,/-isoglutamins. Die Reaktion schritt tiber diesen 
Grad nicht fort. Ob dieser Reaktionsstillstand gerade bei 50% Ent- 
formylierung eigentlich von der Inaktivierung des Ferments oder 
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von dem asymmetriseh verlaufenden Abbau verursacht wurde, 
konnte der Verfasser nicht entscheiden, weil er wegen anderer 
Umstinde die Experimente unterbrechen musste. Hs ist aber 
sicher, dass im Organismus das Formy]-d,l-isoglutamin uberhaupt 
nicht in die Formyl-Glutaminsiure und Ammoniak hydrolysiert, 
sondern oxydativ entformyliert und in das Isoglutamin tibergeftihrt 
wird. Wenn das /-Isoghutamin auf diese Weise gebildet wird, wirkt 
darauf die nach Sera (1940) hergestellte Isoglutaminase, und die 
l-Glutaminséure kann nun gebildet werden. 

Das Formyl-d,l-isoglutamin wurde wie erwahnt, als das 
fermentative Spaltprodukt der Urocaninsaure isoliert. Wenn man 
aber nun die chemische Struktur der Uroecaninsaure und des 
Formyld,/-isoglutamins miteinander vergleicht, merkt man, dass 
zur Bildung des Formyl-d,/-isoglutamins aus der Uroeaninsaure die 
chemische Reaktion noch in zwei Stufen ausgefiihrt werden soll; 
sie besteht namlich erstens im Versehwinden der Doppelbildung 
und zweitens in der Aufschliessung des heterozyklischen Rings. 
Wir denken tiber diesen Chemismus wie folgt. Die Urocanicase ist 
nicht. ein hydrolytisches Ferment, sie tibt eine Oxydo-Reduktion 
der Urocaninsiure aus. Die Urocaninséure wird dann durch 
Urocanicase zu der Oxy-imidazol-propionséure umgewandelt. Diese 
Verbindung ist eigentlich noch unbekannt. Sie ist das Tautomer 
der Imidazolon-propionsaéure. Substituiert man aber ihre Imidazol- 
NH-gruppe mit O, dann bekommt man das Azlacton, das. bekannt- 
lich in wassriger Losung an sich sehr labil ist und spontan zur 
Acylaminosdure zerfallt. Die analoge Unbestandigkeit. der Imida- 
zolon-propionsaure ist wohl denkbar. Sie wird wohl dann in 
wassriger Losung von selbst ohne Hinkeilen irgendeiner Ferment- 
wirkung ins Formyl-d,/-isoglutamin iibergefiihrt. Wenn dies der 
Fall ware, ist die Isolierung der Oxy-imidazol-propionsiure als. 
Spaltprodukt der Uroeaminsiure fast aussichtlos. Wir haben 
tatsachlich aus der durch die Urocanicase abgebauten Uroeanin- 
saurelosung unter Vermeidung aller gewaltsamen Verfahren durch 
einfache Essigather-Extraktion das. Formyl-d,J-isoglutamin. isoliert, 
Die Bildung des Razemkorpers ist durch die spontane Tautomerisa- 
tion. der Oxy-imidazol-propionsaure erklixbar. 
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Die Reaktionseleichung des Histidinabbaues wird nach unsereu 
Ergebnissen folgendermassen zusammengefasst ausgedriickt : 


‘* os ‘ints Mibiedlanal CH =C-CH =CH-COOH 
NH N NH: = NH i 
XF ae 
C C 
H H 
(-Histidin Uroeaninsiure 
OH 


| 
° = C-—CH2.-CH:—-COOH 
| 
NHN 
\4 
C 
H 
Oxy-imidazol-propionsaure 


CO—CH-CH:-CH:-COOH 
bpolth 
NH N 
\4 
Cc 
H 


Imidazolon-propionsaure 


{ 


CO—CH-CH.—CH»—-COOH pelea nae lal 
| | | 
NH: NH» Ghia NH: * 
O=C 
H 
d,l-Isoglutamin a-Formyl]-d,l-isoglutamin 


EXPERIMENTELLER TEI. 


I. Herstellung der Fermente. 


Bei diesen Enzymforschungen werden beide Fermente, Histi- 
dase und Uroeanicase, nach der Methode von Takeuchi (1941) 
aus Meerschweinchenleber bereitet. Die Histidase wirkt auf das 
Histidin bei Ph 9 optimal und die Urocanicase auf die Urocanin- 
siure bei Ph8 optimal. Von der nach Kurihara (1939) kolori- 
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metrisch bemessenen ungespaltenen Histidinmenge wurde der 
hydrolytische Prozentsatz des Histidins bestimmt. Die Bestimmung 
der Urocaninsiure hat sich an die Methode von Lang (1933) ange- 
lehnt, nach der Takeuchi bei seinen Experimenten tiber den 
Histidinabbau verfuhr. 


II. Darstellung der Urocanmsaure. 
1) Aus 115 g Meerschweinchenleber wurden nach Takeuchi 
120 cem neutralisierte Fermentlésung gewonnen. Ihre Wirksam- 
keit war folgende: 


M/10 Histidin-HCl 2,0 eem 
N/8 NaOH Pan) de 
Fermentlosung 23002? 
Wasser 2,0 


Nach 17 Stunden war das Histidin nicht mehr nachweisbar. 

2) 7,68g J-Histidinmonochlorhydrat in 400cem Wasser 
wurden daher mit 480 eem V/10 NaOH +320 cem Wasser +100 cem 
der bereiteten Fermentlésung versetzt. Die endliiche Konzentration 
des Histidins betruge M/30. Nach Zusatz von einigen ecm Toluol 
wurde das Gemisch bei 37° stehen gelassen und nach 4 Tagen 
wurde es zur Isolierung der Urocaninsaure nach dem Verfahren 
von Takeuchi behandelt. Die Ausbeute der reinen Urocanin- 
saure war 5,5 g. 


III. Amino-N-Bestimmung bei der Urocaninséure- 
spaliung durch Urocanicase. 


13 g¢ Meerschweinchenleberbrei wurden in 9 fachen Volumen 
Wasser aufgeschwemmt, durch Zusatz von 3% Ammoniak zu Ph7 
neutralisiert und nach 30 Minuten zentrifugiert. Die tiberstehende 
Flissigkeit wurde mit 5% EHssigsiure auf Ph6 angesiuert und 
wieder zentrifugiert. 85 cem einer klaren rétlichen Lésung wurden 
gewonnen. Sie wurde mit 1/10 Volumen Tonerde C, gemischt. 
Nachdem die Reaktion des Gemisches durch 5% Essigsaure zu Ph 5 
korrigiert worden war, wurde das Gemisch 1 Stunde geschiittelt 
und zentrifugiert. Das Adsorbat wurde dann in 40 cem Wasser 
suspendiert, mit Ammoniakzusatz auf Ph 8 alkalisiert und nochmals 
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1 Stunde lang geschiittelt. 35ccm zentrifugiertes Eluat brachte 
man wieder mit 3% Essigsiure auf Ph 6, um noch das ausgefallene 
Hiweiss zu entfernen und die Lésung weiter mit 3,5 g Kaolin 30 
Minuten geschiittelt, von Kaolin abzentrifugiert und gegen Wasser 


dialysiert. Die Wirksamkeit dieser Fermentlésung vor und nach 
der Dialyse war folgende: 
M/40 neutralis. Urocaninsiure 2,0 com 
M/10 Phosphatpuffer (Ph 8) 2,02.” 
Fermentlosung 2,0 » 
Wasser 2,0, 7 
Spaltung | vor der Dialyse nach der Dialyse 
nach 17 Stdn. 100% 18% 
nach 41 Stdn. 100% 


| fe 


Mit dieser Fermentlo6sung wurde nochmals die Spaltung der 
Urocaninsaure, aber von hoherer Konzentration als friiher, bei Ph 7 
ausgefthrt und die Zunahme des van Slyke-N wurde gleichzeitig 
mit 1 cem Losung bemessen. 


M/10 neutralis. Urocaninsaiure 4,0 ccm 
/10 Phosphatpuffer (Ph 7) 4,0 » 
Fermentlosung 40 
Ph 7 Urocaninsaure- Van SLE 
spaltung y 
sofort 0 0 24°C; 766mm 
nach 17 Stdn. 17% 0 24°C; 765 mm 
nach 65 Stdn. 34% 0 26°C; 763 mm 


IV. TIsolierung des Formyl-d,l-isoglutamins. 


Die Bereitung der Urocanicase war wie im Experiment III. 


Aus 120g Leberbrei von Meerschweinchen wurden 360 ccm dialy- 
sierte Fermentlosung gewonnen, deren Wirksamkeit folgende war: 


Spaltung 


vor der Dialyse 


nach der Dialyse 


nach 17 Stdn. 
nach 41 Stdn. 


100% 


82% 
100% 
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3q@ Urocaninsiure wurden in 50cem Wasser suspendiert und 
durch Natronlaugezusatz auf Ph8 neutralisiert, die Losung mit 
345 eem Fermentlésung und demselben Volumn Wasser gemischt, 
ihre Reaktion nochmals mit Natronlauge zu Ph8 korrigiert und 
das Gemisch unter Zusatz von Toluol bei 37° stehen gelassen. Die 
endliche Konzentration der Urocaninsaure war M/80. Die Diazo- 
reaktion war nach 5 Tagen negativ. Die Losung wurde nun mit 
etwa 4cem 8% Phosphorsiure zu Ph5 angesauert, im siedenden 
Wasserbad 10 Minuten erwarmt und filtriert, das Filtrat mit 0,4 ¢ 
aktiver Kohle entfarbt und unter vermindertem Druck bis etwa 
50 cem eingeengt. Zum Konzentrat wurde wieder Phosphorsaure 
bis kongorotneutral hinzugefiigt und dann die Extraktion mit 100 
ecm Essigither ausgefiihrt. Als der Extrakt unter vermindertem 
Druck bis zu etwa 3cem eingeengt und im Eiswasser abgekuhlt 
wurde, schieden sich farblose nadelférmige Kristalle aus, die auf 
der Nutsche gesammelt und im evakuierten Exsikkator getrocknet 
wurden. Die Mutterlauge lieferte nach dem Einengen noch eine 
gveringe Meng von Kristallen. Die Kristalle wurden zusammen in 
warmem Hssigather geldst, die Losung mit Petroleumather bis zur 
geringen Triibung versetzt und gekiihlt. Die gewonnenen Kristalle 
waren farblose Nadeln und schmolzen ohne Zersetzung bei 118° 
(korr.). Kein Kristallwasser war vorhanden. Ihre 0,87%ige 
wassrige Loésung reagierte sauer und war optisch inaktiv. Die 
Ausbeute war 1,01 ¢ aus 3g Urocaninséure:2H.O. Ich habe diese 
Darstellung dreimal ausgefiihrt; beim zweiten Male war die Aus- 
beute 1g Kristalle aus 2g Urocaninsiure, beim dritten Male 1,6 g 
aus 4,8 g. 

Die isolierten Kristalle waren, wie die folgende Analyse ergibt, 
das Formyl]-d,/-isoglutamin. 


Analyse des Formyl]-d,J-isoglutamins (MG=174,1). 
1) EHlementaranalyse. 


a) C und H Bestimmung. 


4,730 mg Substanz gaben 7,160 mg CO2 und 2,410 mg HO. 
fiir CeHwOu.Ne Ber. 41,35% Cy 5,79% . 
Gef. 41,28% ©, 5,70% HH. 
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b) N Bestimmung nach Dumas. 
2,390 mg Subst. gaben 0,331 eem N» (24°; 764mm). 
far CoHi0sNe Ber. 16,08% N. 
Gef. 16,00% N. 
2) Bestimmung der N-Verteilung. 


43,52 mg Subst. gaben 6,87 mg Kjeldahl-N. 
17,41mg ” » 0 mg van Slyke-N. 
10,80mg »” ” 0,853 mg Amid-N. 


fiir CoHwOsNe Ber. 16,08% Gesamt-N. 
Gef. 15,79%  » 
Ber. 8,04% Amid-N. 
Gef. 7,89% ” 
3) Bestimmung der Ameisensaure. 


108,18 mg Subst. sollen geben: Ber. 295,11 mg HgCl. 
Gef. 267,5mg ” 


4) Neutralisationsversuche. 


A) Alkoholische Titration. 
a) 34,82 mg Subst. in 4cem Wasser+36 cem Alkohol 


N/5 KOH-Verbrauch Ber. 1,00 ccm. 
Gef. 1,02 ccm. 


b) 87,05 mg Subst. in 10 cem Wasser+90 cem Alkohol 
N/5 KOH-Verbrauch Ber. 2,50 cem. 
Gef. 2,49 ccm. 
B) Einfache Acidimetrie gegen Phenolphthalein, 


217,60 mg Subst. in 2 com Wasser 


N/10 NaOH-Verbrauch Ber, 12,50 cem. 
Gef. 12,48 ecm. 


V. Hydrolytische Entformylierung des Formyl-d,l-isoglutamins. 
M/10 Formy!-d,l-isoglutamin 5 ecm 
M/10 HCl 5 ecm 
Das Gemisch wurde bei 37° stehen gelassen und 2,0cem davon 
jedesmal fiir die van Slyke-N Bestimmung genommen. Nach 72 
Stunden wurden 5 ccm der Lésung bei 40° vollstandig getrocknet, 
wieder in 5cem Wasser gelést und 2,0cem davon fiir Amino-N 


Bestimmung verwendet. 
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Nz aus 2.0 cem Losung 


nach 24 Stdn. 0,54 ecm 25°C; 763.5 mm 
nach 72 Stdn. 1,52» | 23 GC seOSa nes 
nach Trocknen 2,19 ” | PPA O ATO 


VI. Oxydative Spaltung des Formyl-d,l-isoglutamims. 


11g Leberbrei (Meerschweinchen) wurden in der 3 fachen 
Menge M/10 Phosphatpuffer (Ph 7,2) 10 Minuten umgertihrt und 
zentrifugiert. Zu 10eem von diesem Phosphatextrakt wurde 
dasselbe Volumen defibrinierten Meerschweinchenblutes zugesetzt. 


M/10 neutralis. Formyl-d,l-isoglutamin 5 ccm 
Leberextrakt + Blut 5 eem 


Kontrolle ohne Substrat, aber statt dessen mit Wasser wurde gleich- 
zeitig angesetzt. Die Ansatze wurden unter Durchblasung von 
Sauerstoff bei 37° stehen gelassen. 


Ne aus 2,0 ecm Losung 
Sofort 0,01 eem 24°C; 763,5 mm 
nach 4 Stdn. 1,08 ” 26°C; 763,8 ” 
nach 6 Stdn. AlPiltss. 9 2850 763, 2 
nach 8 Stdn. Ais Wy few 8 26°Cs 763 ” 


VII. Bildung des d,l-Isoglutamins aus dem Formyl- 
d,l-asoglutamin. 

0,2176 g Formyl-d,l-isoglutamin wurde in 1 cem Wasser gelést, 
mit 12,48 cem N/10 NaOH neutralisiert und dem 0,3 g Natrium- 
chlorid zugesetzt. Das Gemisch wurde mit 10% Salzsiure bis zu 
kongorotneutral angesduert, etwa 15 cem 20% Quecksilberazetat 
zugefiigt, bis das Quecksilbersalz vollkommen niederschlug, dann 
das Gemisch durch 3,5cem N/10 Natronlaugezusatz zu Ph5 
gemacht. Der Niederschlag wurde mit je 30 cem Wasser zweimal 
durch Zentrifugieren gewaschen, in etwa 150 cem Wasser suspen- 
diert und durch Schwefelwasserstoff vom Quecksilber befreit. Als 
diese wasserklare Lésung unter vermindertem Druck bis zu 10 cem 
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eingeengt und weiter im evakuierten Exsikkator aufbewabrt wurde, 
schied sich darin eine kristallinische Masse aus, die von der Mutter- 
lauge befreit und aus 33% Alkohol umkristallisiert wurde. Die 
Kristalle waren nadelformig und schmolzen bei 233° (korr.). Ihre 
wassrige Losung war optisch inaktiv. Die Ausbeute war 0,1 ¢ aus 
0,2176 ¢ Formyl-d,l-isoglutamin. Durch die Analyse wurden die 
Kristalle als identisch mit dem d,l-Isoglutaminchlorhydrat erkannt, 
das frther von Takeuchi aus der fermentativ abgebauten 
Urocaninsaure direkt mittels Quecksilberverfahrens isoliert worden 
war. 


Analyse des d,l-Isoglutaminchlorhydrats (MG=182,6). 


45,0 mg Subst. gaben 6,89 mg Kjeldahl-N. 
9,0 mg ” ” 0,678 mg van Slyke-N. 
18,0 mg 99 2 3,43 mg Cl (Volhard). 


fiir CsHiwOzN2HCl Ber. 15,33% Gesamt-N. 
Gef. 15,31% — » 
Ber. 7,67% Amino-N. 
Gef. 7,53% a 
Ber. 19,39% Cl. 
Gef. 19,04% ” 


ZUSAMMENFASSUNG. 

1. Das 1|-Histidin wird bei der Hinwirkung der Histidase 
intramolekular zur Urocaninsaure desaminiert. 

2. Die Uroecaninsdure wird durch Urocanicase oxydo-reduktiv 
in die Oxy-imidazol-propionsdure iibergefiihrt, die sich zu Imid- 
azolon-propionsaure tautomerisiert. 

3. Diese Verbindung wird aber wegen ihrer Labilitat ohne 
eine Ferment-Einwirkung spontan zum «@-Formyl-d,/-isoglutamin 
verandert. 

4. Das Formyl-d,l-isoglutamin kann in Form von reinen 
Kristallen gewonnen werden. 

5. Das Formyl-d,l-isoglutamin verliert ihre Formylgruppe 
leicht durch die Wirkung der Salzsiiure. Die friihere Angabe tiber 
die Gewinnung des d,l-Isoglutaminchlorhydrates kann damit erklart 


werden. 
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6. Das Formyl-d,l-isoglutamin ist resistent gegen die Pro- 
tease, es wird aber durch Leber und Blut oxydativ entformyliert 
und in das Isoglutamin tibergefihrt. 


Diese Untersuchungen wurden unter Leitung von Prof. Aka- 
matsu mit der finanziellen Unterstiitzung ausgeftihrt, die Herrn 
Professor Akamatsu zur Forderung der wissenschaftlichen 
Forschungen von dem Unterrichtsministerium zur Verftigung 
gestellt wurde. 
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UBER DIE SPEZIFITAT DER ARGINASE. 


VON 


SHINJI NAKAMURA. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen 
Akademie zu China. Direktr: Prof. Dr. S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 3. September 1942) 


Sano (1941) hat aus dem Rohrzuckerextrakt der Kaninchen- 
darmschleimhaut mittels des Adsorptionsverfahrens eine Ferment- 
losung hergestellt, die wohl das nichtnatiirliche d(—)-Arginin, 
aber nicht seine natiirliche /-Antipode spalten konnte. Wir haben 
diesem Kerment die Benennung Heteroarginase gegeben. Diese 
Fermentlosung war imstande, ausser dem d(—)-Arginin noch 
l-Argininséure, g-Acetyl- und Benzoyl-l-Arginin und Carbamino- 
l- sowie d-arginin aufzuspalten. Das dialysierte Leberautolysat, 
das bekanntlich eine kraftige Arginase enthielt, bewirkte dagegen 
keine Hydrolyse des d(—)-Arginins und der obenerwahnten 
Arginin-Derivate. Die Hydrolysierbarkeit dieser Verbindungen 
dureh Arginase, die bisher von vielen Autoren als bewiesen 
angegeben wurde, muss darum der Wirkung der in den gebrauchten 
Arginasepraparaten beigemischten Heteroarginase zugeschrieben 
werden. Verfasser hat unter Leitung von Prof. Akamatsu die 
Studien iiber die Spezifitat der Arginase weiter fortgesetzt. 

Die Hetero-Arginase kann man auch aus dem Rohrzucker- 
extrakt der Hiihnerniere in gleicher Weise wie aus der Kaninchen- 
darmschleimhaut bereiten. Durch diese Fermentlosung war das 
1(-++)-Arginin nicht, wohl aber seine d-Antipode sowie jene ver- 
schiedenen Argininderivate hydrolysierbar. Die Aktivitat der 
Losung war jedoch geringer als die der Darm-Heteroarginase ; diese 
letztere Fermentlésung wurde daher bei weiterem Versuch 
gebraucht. ; 

Um den Zusammenhang der Spezifitaét der Heteroarginase mit 
der chemischen Konstitution ihrer Substrate auseinander zu setzen, 
muss man noch das Verhalten der anderen Argininderivate gegen 
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die Arginase und Heteroarginase untersuchen. Die Experimente 
ergaben, dass die Guanidinovalerianséure wohl durch die Hetero- 
arginase gespalten wurde, aber nicht durch die Arginase. Die von 
Hellermann und Stock (1988) sowie von Richards und 
Hellermann (1940) angegebene Spaltbarkeit der Guanidino- 
valeriansdure durch ihr Arginasepraparat soll der in diesem noch 
beigemischten Heteroarginase zugeschrieben werden. Hinsichtlich 
der Spaltbarkeit des Agmatins durch die Arginase sind die 
negativen Angaben von Edlbacher und Bonem (1925), Poller 
(1937) und Felix und Schneider (1938), dagegen eine positive 
Angabe von Hellermann und Stock (1940) vorhanden. Das 
Agmatin war nun nach unseren Untersuchungen weder durch die 
Heteroarginase noch durch die Arginase spaltbar. Diese Ver- 
bindung kann aber, wie noch unten angegeben wird, durch ein 
ganz anderes Ferment gespalten werden. In Anbetracht dieser 
sowie der anfangs erwahnten Ergebnisse kann man sagen, dass 
die Arginin-Derivate, um durch die Heteroarginase angreifbar zu 
werden, in ihrem Molekiilaufbau den folgenden Beschrankungen 
unterliegen, dass namlich erstens die Carboxylgruppe in freier 
Form vorhanden sein muss, zweitens aber keine freie Aminogruppe 
und zwar von /-Konfiguration zugegen sein darf. Diese beiden 
Bedingungen miissen absolut erfiillt werden. Das 1(+)-Arginin 
und das Agmatin sind demgemass nicht spaltbar. Soweit die 
Carboxylgruppe vorhanden und unbesetzt ist, kann die o«-Amino- 
gruppe sowohl in gebundener, z.B. in der acetylierten, benzoylierten 
- oder carbaminierten Form vorhanden sein, als auch durch die Oxy- 
eruppe substituiert werden. Dass die Asymmetrie von dem «@-C- 
Atom des Arginins tiberhaupt keineswegs mit der Spaltbarkeit 
durch die Heteroarginase zu tun hat, ist wohl aus dem positiven 
Beweis der Guanidinovalerianséure-Spaltung durch dieses Fer- 
ment ersichtlich. 

Uber die physiologische Bedeutung der Heteroarginase kann 
man folgendes sagen. Die Heteroarginase spaltet eigentlich das 
freie 1-Arginin nicht. Wenn aber das Argininmolekiil am Ende 
der Polypeptidkette sitzt, dh. wenn es mit seiner Aminogruppe an 
der Peptidbindung teilnimmt und seine Carboxylgruppe in freier 
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Form beibehalt, kann nun die Guanidinogruppe des betreffenden 
Argininrestes durch die Heteroarginase gespalten werden. Das 
Arginylarginin war nach Edlbacher (1930) durch das Leber- 
ferment unter Harnstoffbildung spaltbar und zwar an der Guani- 
dinogruppe der hinteren Molekiilhalfte. Wegen der schwierigen 
Herstellung dieses Substrats konnten wir den Versuch von 
Edlbacher nicht nachpriifen. Es ist aber sehr méglich, dass 
jene Hydrolyse des Arginylarginins wohl durch die damals noch 
unbekannte Leber-Heteroarginase ausgeiibt worden war. Die 
Heteroarginase ist in der Tat in der Leber vorhanden; die Iso- 
herung dieses Ferments aus der Leber ist jedoch wegen ihres 
reichlichen Arginasegehaltes schwer durechfiihrbar. 

Die nachste Aufgabe ist die fermentative Spaltune des 
Agmatins. Diese Verbindung, das decarboxylierte Arginin, konnte 
wie oben erwahnt weder durch die Arginase noch durch die Hetero- 
arginase gespalten werden. Sie war aber durch den Bacillus coli 
communis spaltbar. Diese Bakterien waren betreffs des Abbaues 
dev Guanidinogruppe naeh unseren Untersuchungen ganz un- 
wirksam auf /(+)-Arginin und auch auf d(—)-Arginin, /-Arginin- 
sdure, acyliertes Arginin und Carbamino-l-arginin, namlich die 
Substrate der Heteroarginase. Uber die Arginasefreiheit dieser 
Bazillen sind schon die Angaben von Hino (1924) und Sendyu 
(1925) vorhanden. Die Hydrolyse des Agmatins wird also durch 
ein spezifisches Ferment bewirkt. Wir haben dieses Ferment vor- 
laufig Agmatinase genannt. Die von Richards und Heller- 
mann (1940) angegebene Spaltbarkeit des Agmatins durch die 
Leberarginase kann vielleicht der in dem Fermentpraparat bei- 
gemischten Agmatinase zugeschrieben werden. Zum _ positiven 
Beweis der Agmatinspaltung wurde nach der Angabe der amerika- 
nischen Autoren allerdings eine 170 Mal so grosse Fermentmenge 
wie bei der Argininspaltung gebraucht. Wir konnten tatsachlich 
die Anwesenheit der Agmatinase und auch der Heteroarginase in 
der Kaninchenleber nachweisen. Die Trennung dieser Fermente 
voneinander sowie von der Arginase war aber schwer ausfiihrbar. 
Wir haben daher darauf verzichtet und zu den weiteren Versuchen 
ausschliesslich Coli-Bazillen als Agmatinase verwendet. Wir 
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konnten andererseits beweisen, dass das Agmatin dureh die 
Agmatinase unter 100% Harnstoffbildung gespalten wurde und 
wir haben aus dem Hydrolysat das Putreszin in 80% Ausbeute 
als Pikrat rein gewonnen. Das zu dem vorliegenden Experiment 
gebrauchte Agmatinsulfat wurde nach Gale (1941) in 80% Aus- 
beute durch fermentative Decarboxylierung des Arginins bei Pu 4 
unter Verwendung von Coli-Bazillen hergestellt. ° 

Wenn man iiberlegt, dass diese Bezillen arginasefrei sind und 
dass sie das Arginin in das Agmatin tiberfitihren und das letztere 
weiter zu Putreszin und Harnstoff aufspalten konnen, so muss die 
in der Literatur zitierte Putreszinbildung dureh Coli-Bazillen aus- 
schliesslich oder wenigstens hauptsichlich tiber den Zwischenweg 
der Agmatinbildung verlaufen. Diese Agmatinbildung findet hei 
saurer Reaktion statt. Diese Bedingung kann durch den bakteriel- 
len Abbau der beigemischten Glukose verwirklicht werden. Die 
zweite Reaktion, die Putreszinbildung, wird bei neutraler oder 
schwach alkalischer Reaktion bewirkt. Dureh Decarboxylierung 
des Arginins oder durch andere Ursachen, z.B. durch weiteren 
Abbau der sauren Zuckerspaltprodukte, wird die saure Reaktion 
des Mediums abgestumpft, um so die notwendigen Bedingungen 
zur Agmatinasewirkung zu beretten. Ein Beweis der Harnstoff- 
bildung aus Arginin zeigt also nicht unbedingt die Anwesenheit 
der Arginase in den Coli-Bazillen. Der Harnstoff konnte dann 
nicht direkt aus Arginin, sondern sekundar aus Agmatin geliefert 
werden. 

Die Spezifitat der Agmatinase muss durch Experimente mit 
anderen Verbindungen festgestellt werden. Das von dem Ver- 
fasser neu hergestellte Oxybutyl-Guanidin wird durch die 
Agmatinase gut gespalten. Es ist aber wie das Agmatin weder 
durch die Arginase noch durch die Heteroarginase spaltbar. 
Areain, das Butylen-di-guanidin, verhalt sich in gleicher Weise 
wie das Oxybutyl-guanidin. Die Unspaltbarkeit des Arcains durch 
die Arginase hat schon Baldwin(1934) angegeben. Nach Kiesel 
(1922) konnte andererseits Aspergillus niger bei langer Hinwirkung 
das Arcain aufspalten, aber das Agmatin nicht. Der Versuch des 
Verfassers ergab, dass dieser Pilz weder auf das Arcain noch auf 
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das Agmatin wirksam war. Soweit die Angabe von Kiesel nicht 
bewiesen ist, mdchten wir die von uns beobachtete Spaltung des 
Arcains der Agmatinasewirkung zuschreiben. 

Das Agmatin ist das decarboxylierte Arginin. Fiir die Hydro- 
lysierbarkeit durch die Agmatinase kann die Aminogruppe durch 
die Oxygruppe oder durch Guanidinogruppe wie bei dem Oxybutyl- 
guanidin bzw. Arcain substituiert werden. Die Bedingung der 
Spaltbarkeit ist aber das Fehlen der Carboxyl-gruppe. Das 
einfache Decken der Carboxylgruppe des Arginins ist nicht 
hinreichend, um diese Aminosdiurederivate zum Substrat der 
Agmatinase zu machen. Das Argininhydantoin konnte naimlich 
durch die Agmatinase nicht gespalten werden. Dieses Substrat 
ist nicht durch die Arginase, wie von Hunter (1938) zuerst 
mitgeteilt, und auch nicht durch die Heteroarginase spaltbar. 

Bei dem Arganinhydrantoin nehmen sowohl die Carboxyl- 
gruppe als auch die Aminogruppe an der Bildung des _hetero- 
zyklischen Ringes teil. Man kann vermuten, dass jene Unzugiing- 
lichkeit der Agmatinase irgendwie mit dem heterozyklischen Kern 
zusammenhanet. Um diese Moéglichkeit auszuschliessen, wurde 
die fermentative Harnstoffbildung aus dem Methyl- sowie Athyl- 
ester des Arginins untersucht. Da die beiden Ester bei Pu 9 
spontan verseifbar sind, wurde der Versuch bei Pu 7 ausgefthrt. 
Durch die Agmatinase konnte kein Harnstoff aus jenen Estern 
vebildet werden. Arginase bewirkte wohl eine Harnstoffabspaltung 
und zwar schneller aus dem Methylester als aus dem Athylester. 
Wenn man aber in Betracht zieht, dass der Argininester auch bei 
Pu 7 iiberhaupt und dabei der Methylester schneller als der Athyl- 
ester von selbst verseift wird, muss jener bewiesene Harnstoff wohl 
aus dem spontan frei gemachten Arginin sekundar durch die dem- 
folgende Arginase-EHinwirkung gebildet worden sein. Die Nicht- 
spaltbarkeit des Argininesters durch Arginase wurde in analoger 
Weise friiher von Edlbacher und Bonem (1925), Felix, 
Miiller und Dirr (1928) sowie von Calvery (1934) angegeben. 
Nach der gebildeten Harnstoffmenge geschatzt, sollte bei uns selbst 
nach einer Stunde iiber die Halfte der Ester noch unverseift 
zuriickbleiben. Auf diesen noch nicht verseiften Hsteranteil konnte 
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die Agmatinase nicht einwirken, was. dafiir spricht, dass der 
Areininester nicht ein spaltbares Substrat der Agmatinase ist. 

Benzoyl-l-arginin-amid wurde dann untersucht, bei dem die 
Carboxyleruppe amidiert vorhanden ist. Diese Bindung ist ziem- 
lich resistent gegen die alkalische Reaktion, aber nach Bergmann 
(1939) durch Protease hydrolysierbar. Der Versuch ergab, dass 
‘das Benzoyl-arginin-amid bei Hinwirkung der Coli-Bazillen bei 
Pu 9 mit einer dusserst geringen Ammoniakabspaltung reagierte, 
aber dass es dabei keinen nach der Ureasemethode nachweisbaren 
Harnstoff lieferte. Hs ist hinzuftigen, dass diese Bazillen nicht 
imstande waren, Harnstoff abzubauen. Das Benzoyl-arginin-amid 
ist darum dureh die Agmatinase nicht spaltbar. Ob solche der 
Agmatinase widerstehenden Verbindungen, wie das Argimin- 
hydantoin, die Argininester oder das Benzoyl-arginin-amid tber- 
haupt an ihrer Guanidinogruppe abgebaut werden kann und ob 
irgendein dazu fahiges Ferment, das aber nicht die schon bekannte 
Arginase, Heteroarginase oder Agmatinase sein darf, in der Natur 
wirklich vorkommt, bleibt dahingestellt. 

Bei der Auseinandersetzung der physiologischen Bedeutung 
der Heteroarginase haben wir eine Hypothese aufgestellt, dass 
dieses Ferment direkt auf den aminogebundenen Argininrest z.B. 
auf denjenigen des Leucyl-glycyl-arginins einwirken und die 
Guanidinogruppe abbauen soll. Bei der Agmatinase darf die 
Carboxylgruppe des Arginins weder in freiem noch gebundenem 
Zustand bestehen bleiben. Man kann daher schliessen, dass, wenn 
der Argininrest mit seiner Carboxylgruppe an der Spitze der 
Polypeptidkette peptidisch gebunden oder mit seiner Carboxyl- 
eruppe und zugleich auch mit semer Aminogruppe innerhalb der 
Peptidkette beiderseitig gebunden vorhanden ist, dann seine 
Guanidinogruppe nicht mehr durch die Agmatinase, selbstverstiind- 
lich auch nicht durch die Arginase oder Heteroarginase abgebaut 
werden kann. Die Agmatinase hat daher mit dem Arginin gar 
nichts zu tun. Deshalb wurde die Benennung Aematinase fiir 
dieses Ferment gewahlt. 

Der Wirkungsbereich der Arginase ist nun klar geworden. 
Sie spaltet das 1(+)-Arginin. Sowohl die Carboxyl- als auch die 
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Aminogruppe miissn intakt und unbesetzt bleiben und die natiir- 
liche /-Konfiguration der freien Aminogruppe ist eine absolute 
Bedingung. Sano (1941) hat mit Kitagawa (1938) tiberein- 
stimmend angegeben, dass das natiirliche /-Canavanin durch die 
Arginase spaltbar ist. Die Substitution einer Methylengruppe des 
Arginins, die seiner Guanidinogruppe benachbart ist, durch ein 

. Sauerstoffatom tbt also keinen Einfluss auf sein spezifisches Ver- 
halten gegen die Arginase aus, weil bei dem Canavanin die Carb- 
oxylgruppe frei bestehen bleibt und die freie Aminogruppe in 
l-Konfiguration vorhanden ist. 

Unsere bisherigen Versuche beziehen sich ausschliesslich auf 
die Argiminderivate oder ihre decarboxylierten Verbindungen. 
Das fermentative Verhalten der O-reicheren oder armeren Verbin- 
dungen soll fortgesetzt untersucht werden. Unsere experimentell 
ausgeftihrte Klassifikation der die Guanidinogruppe abbauenden 
Fermente wird tabellarisch wie folet zusammengestellt. 


Arginase Hetero-arginase Agmatinase (-) 
1(+ )-Arginin d(—)-Arginin Agmatin l-Arginin-hydantoin 
1(+)-Canavanin | /-Argininsaure Oxybutyl-guanidin |} (/-Arginin-methylester 
Acetyl-l-arginin Arcain l-Arginin-athylester 
Benzoyl-l-arginin Benzoyl-l-argininamid 
Carbamino-l-arginin 
Carbamino-d-arginin 


EXPERIMENTELLER TEIL. 


1(-+-)-Argininmonohydrochlorid wurde aus Gelatine (Fuji) 
nach Bergmann und Zervas (1927) hergestellt und daraus dl- 
Arginin nach Felix und Dirr (1928) _ bereitet. /-Arginin- 
methylester-chlorhydrat wurde nach Fischer und Suzuki (1905) 
hergestelit. H=193 (korr.) Das Athylester-chlorhydrat nach 
Calvery und Block (1934) ; F=114 (unkorr.). Zur Herstellung 
des d(—)-Arginins bediente man sich der asymmetrischen Spaltung 
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des razemischen Arginins nach Sano (1941); Ausbeute 0,96 g aus 
8g 1(+)-Arginin-monohydrochlorid. «-Monoacetyl-l-arginin, ¢- 
Monobenzoyl-l-arginin und Carbamino-l-arginin waren die von 
Sano (1941) hergestellten Praparate. /-Arginin-hydantoin wurde 
nach Boon und Robson (1935) hergestellt. F=90° (unkorr.). 
Benzoyl-l-arginin-amid Hydrochlorid wurde nach Bergmann und 
Zervas (1939) aus Benzoyl-l-arginin hergestellt. Die Ausbeute 
war 0,8 ¢@ aus 1,3 g Benzoyl-l-arginin. 

Agmatinsulfat (C5Hi4N4:H2SO4). Das Verfahren von Gale 
(1940) wurde etwas modifiziert und vereinfacht. Ein Coli com- 
munis-Stamm von dem hygienischen Institut der hiesigen Akademie 
wurde in 20 cem 2% Glukose-Bouillon 20 Stunden lang gezichtet. 
Die Kultur wurde dann in 2000cem 2% Glukose-Bouillon ein- 
gegossen und bei 27° 18 Stunden stehen gelassen. Die Aziditat 
der Kulturfliissigkeit wurde sauer, das PH war 5,2. Die Bazillen 
wurden dann durch Zentrifugieren gesammelt, 3 Mal gewaschen 
und in 40 cem Wasser aufgeschwemmt. 4,2 g Arginin-monohydro- 
ehlorid in 200 cem Wasser+45ecem M/10 Acetatpuffer (Pu 4,0) 
-wurden mit jenen 40cem Bazillensuspension gemischt und in 
_Brutschrank bei 37° stehen gelassen. Nach 2 Tagen wurde das _ 
noch nicht decarboxylierte Arginin durch die Arginase-Urease 
-Methode gemessen. Es blieben nur 10% des zugesetzten gesamten 
- Arginins ungespalten. Am nachsten Tage wurde die Lésung zentri- 
_fugiert, bei Pu 5 30 Minuten lang auf 100° erhitzt, filtriert, zu_ 
150 cem eingeengt, mit 9,2¢ Puikrinséure in 100cem Alkohol 
versetzt, kurz erhitzt und dann abgekiihit. Die ausgeschiedenen — 
Kristalle von Agmatinpikrat wurden aus 50 cem heissem Wasser 
umkristalliert. Der Schmelzpunkt war 236 (korr.). Die Ausbeute 
betrug 10g, was 85% des verwendeten Arginins gleichkommt. 
Dieses Pikrat wurde in tiberschiissiger Schwefelséure suspendiert 
und im Soxhletschen Apparat mit Ather extrahiert, bis die wassrige 
Schicht vollstandig entfarbt war. Diese Losung wurde dann mit 
Baryt gegen Kongo neutralisiert, filtriert, das Bariumsulfat mit 
Wasser ausgewaschen, das Filtrat und die Waschfliissigkeit zusam- 
men unter vermindertem Druck bei 60° eingeengt, mit Methanol 
versetzt und einen Tag in den Hisschrank gestellt. Die kristalli- 
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sierte Masse war schon reines Agmatinsulfat. F232 (korr.). Die 
Ausbeute war gentigend; 3,8 g aus 10g Aematinpikrat. Der Ver- 
fasser konnte also aus Arginin in einfacher Weise das Agmatin als 
Sulfat in 83% Ausbeute herstellen. 

Oxybutyl-guanidin sulfat (C;H1301;N3:4H2SO,4) : 1g Agmatin 
sulfat (1 Mol) in 65 cem N/10 HCl (1,5 Mol) wurde portionsweise 
mit 1,012g Silbernitrit (1,5 Mol) versetzt. Nach anderthalb 
Stunden, wahrendessen die Stickstoffgas-Entwicklung schon auf- 
gehort hatte; wurde das Gemisch mit Baryt gegen Kongo neutrali- 
siert, unter vermindertem Druck ein wenig eingeengt, von geringem 
Silber durch Schwefelwasserstoff befreit, mit aktiver Kohle entfarbt, 
wieder unter vermindertem Druck eingeengt und mit Alkohol ver- 
setzt. Am nachsten Tage wurde die auskristallisierte Masse in 
wenig Wasser gelést und wieder mit Alkohol bis zur schwachen 
Triibung versetzt. Beim Reiben der Glaswand schied sich das 
Oxybutyl-euanidin-sulfat in Form von prismatischen Kristallen aus. 
HF=228° (unkorr.). Der Kjeldahl-N-Gehalt stimmte mit dem 
theoretischen Wert tberein. 

Areainsulfat (CeHigNe¢ HeSO4) : Agmatinsulfat (1 Mol) wurde 
in Wasser geldst und von der Schwefelsiure mittels Barytlosung 
quantitativ befreit. Die Losung wurde dann unter vermindertem 
Druck und unter Ausschluss von Kohlensiure stark eingeengt, mit 
methanolischer Losung des freien 0-Methylisoharnstoffes (3 Mol) 
versetzt und vier Tage in den Hisschrank gestellt. Dieses Guanidin- 
ierungsverfahren lehnte sich an die Methode von Kapfhammer 
und Miiller (1934) eng an. Zyanamid wurde nach dem schonen 
Verfahren von Sugino und Kanayama (1940) bereitet. Herr 
Prof Sugino hat uns freundlich eine gentigende Menge Zyanamid 
iiberlassen, wofiir wir ihm bei dieser Gelegenheit herzlichen Dank 
sagen. 0-Methylisoharnstoff-chlorhydrat wurde aus Zyanamid nach 
Stieglitz und McKee (1900) hergestellt und nach Kapf- 
hammer und Miiller (1934) mittels Natriummethylat in die freie 
Base iibergefiihrt. Das oben erwihnte Guanidinierungsgemisch 
wurde unter vermindertem Druck getrocknet, in wenig Wasser 
gelost und mit Schwefelsiure gegen Kongo neutralisiert. Arcain- 
sulfat kristallisierte in Nadeln und es wurde aus Wasser umkristalli- 
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siert. EF war 295° (unkorr.) und etwas hoher als die Angabe 
(291°) von Kiesel (1922). 

6-Guanidino-valeriansaure: Zuerst wurde Cyclopentanon aus 
Adipinséure nach der Vorschrift in Organic Synthesis, V., darge- 
stellt und dann nach Hentzschel und Wislicenus (1893) in 
Pentanonoxim iibergefiihrt. Das aus Petroleumather umkristal- 
lisierte Oxim wurde nach Wallach (1900) zu Isoxim umgewandelt 
und dureh Hinleiten des Salzsduregases in seine atherische Losung 
wurde das Chlorhydrat in Form von Kristallen gewonnen. Dieses 
wurde dann mit 20% Salzséure 15 Stunden gekocht, die Losung 
durch aktive Kohle entfarbt und auf dem Wesserbad eingedampft. 
Farblose Kristalle von der salzsauren 6-Aminovaleriansaure blieben 
zurtick, die von der Mutterlauge abgesaugt und im Exsikkator 
getrocknet wurden. Dieses Chlorhydrat wurde dann in Wasser 
gelost, mittels einer berechneten Menge Silberoxyd zur freien Amino- 
sdure tibergefiihrt und unter vermindertem Druck eingeengt. Die 
nachste Guanidinierung mit alkoholischer Losung des freien 
0-Methyl-isoharnstoffes wurde prinzipiell nach Kapfhammer und 
Miuller(1934) ausgefiihrt. Ausgeschiedene nadelformige Kristalle 
von 6-Guanidinovalerianséure wurden abgesaugt und aus Wasser 
umkristallisiert. K=275° (unkorr.). 


VERSUCHSANORDNUNG. 


Die Fermentversuche wurden durehweg bei 37° ausgefthrt. 
Die Zusammensetzung der Versuchslésungen war, wo nicht beson- 
ders angegeben, folgende: 


M/10 Substrat 4,0 cem 
N/10 NaOH 2,0 eem 
Wasser 4,0 eem 
M/100 MnSO, 2,0 cem 
M/10 Glykokoll-NaOH 4,0 eem 
Fermentloésung 4,0 ecm 


Bei diesem allgemeinen Versuchsansatz wurden 2cem NaOH 
verwendet, wenn das Substrat Chlorhydrat war. War das Substrat 
ein Sulfat, so wurde es in der Lésung durch Umsetzen’ mit einer 
berechneten Menge Bariumchlorid in Chlorhydrat jibergefiihrt. 


~ ee 
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Sonst siehe die Mitteilung von Sano (1941). Bei jedem Versuch 
wurde eine Kontrolle ohne Substratzusatz angestellt. Die hydroly- 
tische Harnstoffabspaltung wurde mittels der Ureasemethode 
gemessen. -dcem--Versuchslésung wurde namlich nach einer be- 
stimmten Zeit auspipettiert, im siedenden Wasserbad 15 Minuten 
erhitzt, nach Abkiihlen mit 4eem M/10 Phosphatpuffer von Pu 7 
und 4cem 2% Urease versetzt und das gebildete Ammoniak wie 
ublich nach Soda-Folin bei 50° destilliert. Titration mit N/50 
NaOH. Urease war das nach van Slyke und Cullen (1914) aus 
Sojabohnen dargestellte, trockene Pulver und frei von Arginase. 
Der hydrolytische Prozentsatz wurde nach Abzug des Kontroll- 
wertes ausgerechnet. 


ERGEBNISSE. 
1. Heteroarginase der Hiihnerniere. 

Das zermahlene Organ wurde mit 5 fachem Volumen einer 10% 
wisserigen Rohrzucker-Losune versetzt, 18 Stunden in den 
Hisschrank gestellt und zentrifugiert. Dieser Extrakt enthalt nun 
die Arginase, aber auch die Heteroarginase. 


TABELLE I. 
Spaltung nach 
Pu 9,2 mit Mn 
1 Stde 2 Stdn 24 Stdn 
1( + )-Arginin 23% 54% vA 
d(— )-Arginin 9,2% 15,5%° 34.4% 
1-Argininsaure 5,6% 10,3% 34,8% 
Carbamino-l-arginin 4,8% 5,8% 18,8% 
Benzoyl]-l-arginin 5,4% 7,490 . 19,2% 
Acetyl-l-arginin 4,4% 7,0% 28,4% 


Aus diesem Extrakt wurde die Heteroarginase nach der 
Adsorptionsmethode von Sano (1941) hergestellt. Die Hydrolyse 
des d(—)-Arginins durch diese Fermentlésung fand bei Pu 9 
optimal statt und die Reaktion war durch Mn aktivierbar. 
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TABELLE II. 
ohne Mn mit Mn 
nach 1 Stde | nach 2 Stdn nach 1 Stde nach 2 Stdn 
| 
| 
Pu7 0% | 2% 4% 6% 
Pu 8 4% | 8% 8% 12% 
| 
Pu 9 6% 9% 9% 17% 
Pu 10 4% | 8% 8% 11% 


Die Wirkung dieser gereinigten Heteroarginaselosung auf 
verschiedene Argininderivate wurde daher unter Mn-Zusatz unter- 


sucht. 
TABELLE III. 

Px 9, mit Mn | nach 1 Stde nach 2 Stdn nach 24 Stdn 
1(+)-Arginin 0% 0% 2% 
d(—)-Arginin 9% | 14% 29% 
Argininsdure 5% | 7% | 21% 
Carbamino-arginin | 5% | 6% 12% 
Benzoyl-arginin | 5% 7% 14% 
Acetyl-arginin 5% | 7% 19% 


2. Heteroarginase der Kaninchendarmschleimhaut. 


Diese Fermentlésung wurde nach Sano (1941) aus dem Rohr- 
zuckerextrakt nach dem Adsorptionsverfahren dargestellt. Ihre 
Wirkung auf verschiedene Guanadin-Verbindungen war folgende: 


TABELLE IV. 


Pu 9, mit Mn nach 2 Stdn nach 24 Stdn 
1(+)-Arginin 0% 3% 
d(— )-Arginin 13% 48% 
Guanidino-valeriansaure 9% ; 84% 
Agmatin 0% 0% 
Oxybutyl-guanidin 0% 1% 
Kreatin 0% 0% 
Glykozyamin 0% 1% 
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3. Arginase (dialysiertes Autolysat der Schweineniere). 


Uber die Herstellung dieser Fermentlosung siehe die Mitteilung 
von Sano (1941). 


TABELLE V. 

Pu 9, mit Mn nach 2 Stdn nach 24 Stdn 
1(-+ )-Arginin 100% 100% 
Guanidino-valeriansiure 0% 0% 
Agmatin 0% 0% 
Oxybutylguanidin 0% 0% 
Kreatin 0% 0% 
Glykozyamin 0% 0% 


4. Agmatinase in Kaninchenorganen. 


Zermahlene Organe wurden 18 Stunden im Hissechrank mit 5 
fachen Volumen einer 10% wissrigen Rohrzuckerlésung extrahiert. 
Das Ferment der Agmatinspaltung kam nur in der Leber vor. 


TABELLE VI. 


Pu 9, mit Mn nach 1 Stde nach 18 Stdn 
Leber 4% 18% 
Darmschleimhaut 20% | 0% 
Hoden 0% | 0% 
Niere 0% 0% 


Die Wirkung der Leberagmatinase war durch Mn aktivierbar. 


TABELLE VII. 


Pu 9 nach 2 Stdn nach 24 Stdn 
mit Mn 5% 29% 
ohne Mn 3% 20% 


Pu-Optimum der Leberagmatinase (mit Mn-Zusatz) war Px 10. 
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TABELLE VIII. 


PH 6,0 7,0 8,0 9,0 9,5 10,6 10,5 11,0 


nach 24 Stdn 2% 7% 15% 18% 30% 32% 31% 5% 


Der Rohrzuckerextrakt wurde in gleicher Weise wie bei der 
Heteroarginaseherstellung mit Tonerde behandelt. Die eluierte 
Fermentlosung war wirksam auf /-Arginin, d-Arginin und Agmatin. 


TABELLE IX. 


PH 9, mit Mn 1(+ )-Arginin d(—)-Arginin Agmatin 


nach 24 Stdn 76% 37% 8% 


Sowohl die Heteroarginase als auch die Agmatinase der Leber 
voneinander sowie von der Arginase getrennt herzustellen, war 
schwer ausfiihrbar. Die Leber-Arginaselosung, die weder Hetero- 
arginase noch Agmatinase enthielt, konnte dagegen wie oben 
erwihnt in einfacher Weise durch eine einfache Autolyse des 
Organs bereitet werden. 


5. Agmatinase in den Coli-Bazillen. 


Bazillen wurden auf den Schrag-Agar-Naéhrboden in Folin 
Reagenzrohren geziichtet. Nach 24 Stunden wurden die Bazillen 
zusammengescharrt, einmal mit Wasser durch Zentrifugieren 
gewaschen und in 10 cem Wasser aufgeschwemmt. Wei bei anderen 
Versuchen wurden 2 cem davon als Fermentlésung gebraucht. 


TABELLE X,. 


Pu 9, mit Mn Agmatin 1( + )-Arginin d(—)-Arginin 


nach 24 Stdn 87% 1% 1% 


Die Bazillensuspension wurde bei —20° gefroren und dann bei 
37° aufgetaut; dieses Verfahren wurde 10 Mal wiederholt. Nach 
Zentrifugieren wurde bewiesen, dass die Suspension des Boden- 
satzes eine 70%ige Agmatinspaltung, die iiberstehende Lésung 
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dagegen nur eine 5%ige Hydrolyse bewirkte. Die unter Toluol- 
zusatz 24 Stunden bei 37° aufgestellte Bazillensuspension behielt 
das Ferment noch in den Bazillenleibern (50%ige Agmatin- 
spaltung) und die zentrifugierte klare Lésung war auf das Agmatin 
vollkommen unwirksam. 

Die Hydrolyse der verschiedenen Guanidin-Verbindungen 
durch Coli-Suspension war folgende: 


TABELLE XT. 

Pu 9, mit Mn nach 2 Stdn nach 24 Stdn 
Agmatin 12% 66% 
Oxybutylguanidin 15% 75% 
Argininsiure 7 4 0% 1% 
Carbamino-l-arginin 0% 1% 
Acetyl-arginin 0% 0% 
Benzoyl-arginin 0% 0% 
Guanidino-valeriansiure 0% 0% 
Kreatin 0% 1% 
Glykozyamin 0% 0% 


6. Putreszinbildung aus dem Agmatin durch Agmatinase. 


Coli-Bazillen wurden 18 Stunden in 5 Reagenzrohrehen auf 
Schragagar-Nahrboden geztichtet, einmal mit Wasser gewaschen 
und in 50cem Wasser suspendiert. 1,14 g¢ Agmatinsulfat wurde 
andererseits in Wasser gelost und mit 1,04 @ Bariumchloridlosung 
versetzt, das Bariumsulfat wurde abfiltriert und zweimal mit 
Wasser gewaschen. Das Filtrat und die Waschfltssigkeit wurden 
vereinigt, mit Wasser auf 100 cem aufegefiillt, dann mit 25 ccm 
N/10 NaOH + 50 cem Glykokoll-Natron (Pu 9) +25cem M/100 
MnS0O,+ 50 ecm jener Coli-Suspension versetzt und in Brutschrank 
von 37° gestellt. Nach 2 Tagen wurde nach der Ureasemethode 
55% und nach 5 Tagen 94% Harnstoffabspaltung nachgewiesen. 
Am 7. Tage wurde der Hydrolysenlésung, die unangenehm stank, 
0,061 ¢ Bariumchlorid hinzugefiigt und der entstandene Nieder- 
schlag abfiltriert. Die noch sehwach getriitbte Lésung wurde mit 
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Essigsiiure zu Pu 5 angesduert, auf 100° erhitzt und zentrifugiert. 
Die iiberstehende Lésung wurde dann mit 2,8 g Pikrinsaure versetzt, 
erhitzt und abgekiihlt. Putreszinpikrat schied sich in gelben 
Nadeln aus. Es wurde aus Wasser umkristallisiert. Die Ausbeute 
war 2,2 9, d.s. 80% der Theorie. F=250 (korr.). 


7. HHydrolyse des Arcaims. 
A. Durch Agmatinase (Coli-Bazillen). 


TABELLE XII. 


Arginase Heteroarginase Coli-Agmatinase 
PH 9, mit Mn 
n. 2 Stdn|n. 24 Stdn|n. 2 Stdn|n, 24 Stdn|n. 2 Stdn| n. 24 Stdn 
1(+)-Arginin 94% 100% 
d(—)-Arginin 17% 43% 
Agmatin 14% 839% 
Areain 1% 2% 1% 2% 8% 24% 


B. Wirkung von Aspergillus niger. Ein Stamm dieses Pilzes 
wurde uns von dem Agrikulturchemischen Institut, Tokyo Kaiser- 
hiche Universitat tberlassen, wofitir der Verfasser herzlichen Dank 
ausspricht. Der 2 Tage auf Schrag-Agar-Naéhrboden geziichtete 
Pilz wurde im Morser unter Toluolzusatz umgertihrt und in Wasser 
gleichmassig aufgeschwemmt. Durch diese Pilzsuspension wurde 
aber keine deutliche Spaltung der folgenden Guanidino-Verbind- 
ungen beweisbar. 


TABELLE XIII. 


Pu 9, mit Mn nach 2 Stdn nach 24 Stdn 
1( + )-Arginin 1% | 5% 
d(—)-Arginin 0% 0% 
Agmatin 0% | 1% 
Areain 1% | 1% 


8. Hydrolyse des l-Arginin-hydantoins. 
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TABELLE XIV. 
Bae. coli Bae. ocyaneus 
PxH 9, mit Mn ae 
nach 2 Stdn |nach 24 Stdn | nach 2 Stdn | nach 24 Stdn 
Arginin-hydantoin 0% 0% 0% 0% 
Agmatin 12% 66% 0% 2% 
Oxybutylguanidin 15% 75% 0% 2% 
Areain 6% 33% 0% 0% 
9. Arginin-ester. 
M/10 Argininester-2HCl 4 eem 
M/10 NasCOs 4 ecm 
Wasser 2 ecem 
M/100 MnSOx, 2 eem 
M/10 Phosphat (Px 7) 4 ecem 
Ferment 4 ecm 
TABELLE XV, 
Bae. coli Arginase 


PH 7, mit Mn 


nach 1 Stde 


nach 2 Stdn 


nach 1 Stde 


nach 2 Stdn 


1( + )-Arginin 94% 100% 

Agmatin 7% 12% 

Arginin-methylester 0% 0% 31% 49% 

Arginin-athylester 0% _ 0% 17% 22 

10. Harnstoffbildung aus Benzoyl-l-arginin-amid. 
M/10 BAA-chlorhydrat 4eem M/10 Agmatin-chlorhydrat 4 eem 
M/10 Na:COs 2cem M/10 NaOH 2 ecm 
Wasser 4eem Wasser 4 ecm 
M/100 MnSO, 2eem M/100 MnSO,z 2ecem 
M/10 Glykokoll-NaOH 4ceem M/10 Glykokoll-NaOH 4 ccm 
Coli-Suspension 4eem Coli-Suspension 4 eem 
TABELLE XVI. 


PH 9, mit Mn 


nach 1 Stde 


nach 2 Stdn 


Agmatin 


Benzoyl-arginin-amid 


18% 


0% 
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Bei diesem Versuch wurde die Probe nach der Pu-Umstellung 
zu 7 erhitzt, um die Coli-Agmatinase zu inaktivieren. Die Ab- 
spaltung des Amido-Ammoniaks aus Benzoyl-arginin-amid war in 
jener 2 stiindigen Versuchsprobe 4%, mittels Ureaseverfahrens 
konnte aber keine Harnstoffbildung bewiesen werden. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Agmatin wird durch Arginase und Heteroarginase nicht 
gespalten. Bacillus coli communis kann es aber zu Harnstoff und 
Putreszin abbauen. Dieses Ferment wurde Agmatinase genannt. 

2. Agmatinase spaltet auch noch Oxybutylguanidin und 
Arecain auf. 

3. Agmatinase kommt auch in Kaninchenleber vor. 

4. Weder Arginase noch Heteroarginase kann das Agmatin, 
Oxybutylarginin und Arcain aufspalten. 

5. Heteroarginase kann ausser aus Kaninchendarmschleim- 
haut noch aus Hiihnerniere hergestellt werden. Dieses Ferment 
spaltet d(—)-Arginin, /-Argininsdure, Acetyl- und Benzoyl-l- 
Arginin, Carbamino-l-arginin und noch Guanidino-Valerianséure. 
Ks ist aber auf /(+ )-Arginin und auf die Substrate der Agmatinase 
unwirksam. 

6. l-Arginin-hydantoin, /-Argininester und Benzoyl-l-arginin- 
amid sind resistent gegen Arginase, Heteroarginase und Agmati- 
nase. 

7. Strenge Spezifitit der Arginase, Heteroarginase und 
Agmatinase ist anzunehmen. Sie bezieht sich auf die chemische 
Konstitution der Guanidino-Verbindungen. 

Diese Untersuchungen wurden unter Leitung von Prof. Aka- 
matsu auf Kosten der Beihilfe ausgefiihrt, die Herrn Professor 
Akamatsu ftir wissenschaftliche Forschungen vom japanischen 
Unterrichtsministrium zur Verfiigung gestellt wurde. 
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UBER DIE VERTEILUNG DES KRYPTOXANTHINS 
IN PFLANZLICHEN GEWEBEN. II.” 


VON 


MASANOBU AJISAKA. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts 
2u Tokyo. Direktor: Dr. A. Fujita.) 


(Hingegangen am 26. September 1942) 


Die Ergebnisse der weiteren Untersuchungen iiber die Ver- 
teilung des Kryptoxanthins und der Carotine in pflanzlichen 
Geweben werden in Tabelle I angefiihrt. Wie in der vorangehenden 
Arbeit gezeigt wurde (Ajisaka 1942), machen Carotine in vielen 
grunen Blattern, Wurzeln und Friichten wie auch hier das 
hauptsachliche Provitamin A aus, wahrend bei Kaki der Gehalt 
an Kryptoxanthin 2 bis 4 mal so gross wie der an Carotin ist. Bei 
Bohnen ist der Gehalt der Provitamine A im Gehause viel grosser 
als in den Samen. 

Herrn Dr. A. Fujita bin ich ftir die freundliche Leitung 
bei dieser Arbeit zu bestem Dank verpflichtet. 
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‘ 


1) Der Gesellschaft ,,Nippon Gakuzyutu-Sinkékai“ danke ich ergebenst fiir 
die Unterstiitzung dieser Arbeit (A. Fujita). 
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UBER DIE KONSTITUTION DES OPHIDINS, 
EINES N-HALTIGEN EXTRAKTIVSTOFFES 
DER SCHLANGENMUSKEL. 


Von 


KAZUO KENDO, 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit 
zu Taihoku. Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 8. Oktober 1942) 


Im vorigen Jahre ist eine Mitteilung von H. Imamura (1939) 
aus diesem Institut erschienen, in der er iiber seine sich auf die 
Extraktivstoffe der Schlangenmuskeln beziehenden Versuche 
berichtet, und eine bisher unbekannte Substanz angibt. Er stellte 
fiir diese neve Verbindung auf Grund der Analyse ihres Pikro- 
lonates die empirische Formel CioHigNsO4 auf. Diese Substanz 
wurde von Herrn Prof. Tomita nach dem Orte ihrer ersten Fest- 
stellung als ,Ophidin“ bezeichnet. Herr Prof. Tomita tibergab 
mir weitere Untersuchungen tiber die Konstitution dieses Korpers. 

Unter Anwendung der von Kutscher bei der Untersuchung 
von Liebig’s Fleischextrakt und in vielen anderen Fallen ver- 
wandten Methodik bei den Kobramuskeln stiessen wir auf diese 
Substanz zuerst in der Lysinfraktion. Hier war sie mit alkoho- 
lischer Pikrolonsdure fallbar und liess sich in Form ihres Pikro- 
lonates, Pikrates oder in freier Form isolieren. 

Entgegen der Angabe von Imamura (1939) glaubte ich aus 
meinen Analysenwerten des freien Korpers und mehrerer Salze 
die Formel CyoHigNs03 ableiten zu koénnen. Das Ophidin ist 
rechtsdrehend, gibt eine Ninhydrinreaktion und Jasst sich mit elmer 
Reihe bekannter Alkaloidfallungsmittel niederschlagen. Pauly’s 
Diazoreaktion fallt schwach positiv aus. 

Hinsichtlich ibrer Konstitution liess sich von vornherein aus 
der Tatsache, dass das Ophidin ein Kupfersalz bildet, auf das Vor- 
handensein einer Carboxylgruppe schliessen. Weiter ergab die 
Untersuchung mit Hilfe der van Sly ke’schen Methode eine Amino- 
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eruppe. Hine aliphatische Doppelbindung konnte durch das Aus- 
bleiben der Entfarbung von Permanganatlosung ausgeschlossen 
werden. 

Es wurden nun Versuche eines Abbaus durchgeftihrt. Wir 
hofften zunachst, auf dem Wege der Barytspaltung oder der Hydro- 
lyse mit Bromwasserstoffsaure Aufschluss tiber die Konstitution des 
Ophidins zu erhalten. In der Tat gelang die Isolierung des erwarte- 
ten Methylhistidins in Form des Pikrates, Pikrolonates und Nitrates, 
sowle die Isolierung des /-Alanins in Form der freien Saure oder 
als a-Naphthylisocyanatverbindung. Der als Methylhistidin ange- 
sprochene Korper gab nicht nur die erwarteten Analysenzahlen, 
sondern zeigt naturgemass ebenso wie beim Ophidin selbst eine 
ganz schwache Diazoreaktion nach Pauly. Bei der Spaltung des 
Ophidins mit gebrannten Kalk gelang die Abspaltung einer Base, 
die sich als 2-Methylimidazol identifizieren liess. Damit war nicht 
nur ein Imidazolring, sondern auch der Ort der Methylgruppe 
festgeleet. Die Identitéat des von Pyman (1910) synthetisch 
dargestellten 2-Methyl-imidazols mit dem beim Abbau des Ophidins 
erhaltenen Produkt beweist, dass die durch ‘Abbauversuche 
gewonnene Vorstellung tiber die Konstitution des Ophidins richtig 
ist. 

Schon bevor dieser Abbau gelang, war vermutet worden, dass 
das Ophidin, dessen Formel sich nur durch ein Mehr von CH3 von 
der des Carnosins unterscheidet, ein einfach methyliertes Carnosin 
und ein Isomer des Anserins sei; und ein sehr schwacher, doch 
positiver Ausfall der Pauly’schen Diazoreaktion beim Ophidin 
legte schon damals den Gedanken nahe, dass diese Methylgruppe 
im Gegensatz zu Anserin nicht fiir den Wasserstoff der Imido- 
gruppe des Imidazols eingetreten sei. Die Ahnlichkeit zwischen 
Ophidin, Carnosin und Anserin verschiedenen Fallungsmitteln 
gegentiber machten die Auffassung des Ophidins als Monomethyl- 
carnosin wahrscheinlich. Als nun schliesslich die Abspaltung eines 
methylierten Imidazolrings aus dem Ophidin auf dem geschilderten 
Wege gelang, war ein weiteres, wesentliches Beweisstiick fiir die 
Richtigkeit der vermuteten Formel erbracht. 

Uber die Reihenfolge, in der die Sprengstiicke—f-Alanin und 
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Methylhistidin—in Ophidin angeordnet sind, ist noch nichts zu 
sagen. Jmmerhin ist es nach Analogie mit dem Carnosin und 
Anserin in hohem Masse wahrscheinlich, dass die Carboxylgruppe 
des f-Alanins an die Aminogruppe des Methylhistidins getreten ist. 
Dementsprehend ist die Konstitution des Ophidins die folgende: 


H-C—N-H 
O-CHs 
C_N 
| 
CHoe CHs—N Ho» 


| | 
CH-NH-CO-CH:2 
| 

COOH 


VERSUCHSTEILE, 
1. Darstellung des Ausgangsmaterials. 


Das zur Verarbeitung kommende Ophidin wurde aus Kobra- 
muskeln dargestellt. Ich lehne mich dabei ziemlich eng an das von 
H. Imamura (1939) ausgearbeitete Verfahren der Ophidindar- 
stellung an, nur zog ich es vor, anstatt, wie er es getan hat, einzelne 
Basenfraktionen zu trennen, nur das Ophidin allein darztstellen. 
Es wurde einzelnen wie folgt verfahren : 

Der Wasserextrakt der Kobramuskeln wurde zunichst durch 
Hitzekoagulation und dann mit Tannin-Blei-Methode vollstandig 
enteiweisst. Das Filtrat wurde nach dem Beseitigen des Bleies so 
weit eingeengt, bis sich das Taurin ausscheidet. Man engt das 
Filtrat ein und fallt in schwefelsaurer Losung mit Phosphor- 
wolframsaure. Diese Fallung wurde in tiblicher Weise mit Baryt 
zerlegt und in eine Lésung der kohlensauren Basen tibergefiihrt. 
Diese Basenlésung wurde mit alkoholischer Pikrolonsaurelosung 
versetezt. Dabei schieden sich reichliche Krystalle aus. Nach 
mehrmaligem Umkrystallisieren bekommt man ein Pikrolonat, 
welches bei 232° (unkorr.) sehmilzt. 

Nach dieser Methode wurden aus 40 kg Kobramuskeln 35g 
Ophidinpikrolonat erhalten. Es ergaben folgende Analysendaten : 
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4,125 mg Subst. 6,920 mg COs, 1,835mg H:0. 


3,915mg ” 6,585mg ” 1,700 mg 
3,615 mg ” 6,060 mg ” 1,600 mg 
2,590mg ” 0,473 cem Np (25°, 750 mm) 
3,100mg ” 0,593 eem Ne (28,5°, 759 mm) 
3,775mg » 0,666 cem Ne (16,5°, 774 mm) 
Ber. fiir CioHicNsOsCioHsN1O5+ H2O: C45,97% H4,98% WN 21,45% 
45,75" 4,98» 20,92 
Gefunden: 45,87 ” 4,86 ” 21,63 » 
45,72” 4,95» 21,18” 


Zur Bestimmung der Pikrolonséure und zugleich des Amino- 
stickstoffes wurde das gewogene Pikrolonat mit Schwefelsdure 
zerleet, und mit Ather extrahiert. Der Atherextrakt wurde abge- 
dampft und gewogen. 

0,2500 g Pikrolonat gaben 0,1265 g Pikrolonsaure 

Ber. fiir CwHieNsOzCioHsN10O5+H20:  Pikrolonsdure 50,57% 
Gefunden: ” 50,60 » 

Die wasserige Losunge wurde in tblicher Weise auf Amino- 
stickstoff-Ermittlung verarbeitet. Aus 0,2500¢ des Pikrolonates 
resultieren nach der Berechnung 0,1149 @ freie Substanz, welche 
13,7 cem Noe bei 28° und 766 mm ergab. 

Ber. fiir CiHiuNs03(NHz2) : Amino-N 6,60% 
Gefunden : ” 6,56 » 

Kine wisserige Losung des Ophidins reagiert alkalisch, zeigt 
eine starke Ninhydrin- und eine ganz schwache Diazoreaktion nach 
Pauly. 

Hatte man das Ophidinpikrolonat in siedendem Wasser 
aufgelést, mit Schwefelsdure im Uberschuss versetzt und abgekiihlt, 
so schied sich sofort die Pikrolonsiure aus. Das gelbe Filtrat 
wurde durch Atherextraktion von Pikrolonsiure befreit und die 
farblose, schwefelsaure Lésung mit Barytwasser von der Schwefel- 
saure quantitativ entfernt. Darauf schied sich nach dem Kinengen 
des Filtrates das freie Ophidin ab, welches bei 249° schmilzt. 

3,920 mg Subst.: 6,970 mg COs, 2,485 mg HO. 

3,290mg » 0,660 cem Nz (26°, 758 mm) 

Ber. fiir CioHisNsO3+ 3H20: C48,19% H6,82% N 22,49% 
Gefunden: 48,49 » 6,95 ” 22,84 » 
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Die Elementaranalyse fiihrte zur Aufstellung der Formel 
CioHigNsO3, die mit der vom Pikrolonat her erwarteten iiber- 
einstimmt. 

Das spezifische Drehungsvermégen im Wasser betriigt bei einer 
1,43%igen Lésung [a ]??= +41,26°. 

Das Ophidin bildet ein Dipikrat von der Formel C1oHi¢Ni03° 
(CgHsN307)2+HeO, das einen Schmelzpunkt von 155° besitzt. 

Wird eine wasserige Losung des freien Ophidins mit Pikrin- 
saurelosung versetzt und im Hisschrank stehen gelassen, so scheiden 
sich daraus allmahlich gelbliche, nadelf6rmige Krystalle aus, die 
scharf bei 155° schmelzen. 

3,480 mg Subst.: 4,670mg COs, 1,00 mg H:O 


3,650 mg” 0,581 cem Ne (13°, 766 mm) 
Ber. ftir CioHisNiOs: (CoH3N30;7) 2 +H20: C 36,87 % H 3,35% N 19,55% 
Gefunden: 36,60 » 8,22 19,15 » 


Um in die Lage zu kommen, die Frage zu einem Abschluss zu 
bringen, ob das Ophidin eine Carboxylgruppe hat, habe ich das 
Kupfersalz dargestellt und die Kupferbestimmune ausgefiihrt. 
0,6@ des freien Ophidins wurden in wenig Wasser geldst, mit 
Kupferearbonat auf dem Sandbad gekoeht. Das tiefblaue Filtrat 
wurde. eingeengt und unter Zusatz von absolutem Alkohol im 
Exsiceator allmahlich verdunstet. Dabei schieden sich tiefblaue 
Krystalle in Tafeln ab, die bei 210° schmolzen. 


3,120 mg Subst.: 4,100 mg COs, 1,460 mg HO 


3,030mg ” 0,412 cem Ne (18°, 767 mm) 
Ber. ftir C1roH1cNsOz'CuO 5 H:0: © 35,55% H 5,33% N 16,59% 
Gefunden: 35,83 ” 5,24 » 16,38 ” 


Beziiglich des Kupfersalzes des Ophidins habe ich eine Beson- 
derheit gefunden, die mir vielleicht auch bei dem Carnosin und 
Anserin begegnet ist. Beim Erhitzen des Ophidins in wasseriger 
Lésung mit Kupfercarbonat verbindet sich das Kupferoxyd mit 
dem Ophidin unter Kohlensiiureentwicklung. Es erseheint mir 
sehr wahrscheinlich, dass sich das Kupferatom einerseits mit der 
Carboxylgruppe des Methylhistidins und anderseits unter Ver- 
mittelung des Sauerstoffatomes mit dem Carbonylkohlenstoff des 
f-Alanins verkettet, sodass das Ophidinkupfer unter Vereinigung 
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des Ophidins mit Kupferoxyd in einem monomolekularen Verhaltnis 
gebildet ist. ; 

Aus den oben geschilderten Analysenwerten des freien Korpers 
und verschiedener Salze glaube ich fiir das Ophidin die Formel 
CyoHigN403 ableiten zu kénnen, welche der Anserinformel genau 
entspricht. 

Das Aussehen, Verhalten gegen Losungsmittel und die Fal- 
lungsreaktionen des Ophidins und Anserins zeigen eine Ahnlichkeit, 
wahrend der Schmelzpunkt der Pikrolonate, Pikrate, Kupfersalze 
sowie auch der freien Basen ungleich ist. 

Um einen Vergleich des Ophidins mit dem Anserin (1929) 
sowie dem Carnosin (1907-1911) zu erleichtern, stellte ich die 
Higenschaften dieser Verbindungen tabellarisch zusammen. 


TABELLE I. 
Extraktivstoffe 
Eigenschaften 
| Ophidin Anserin Carnosin 
Schmelzpunkt 
Pikrolonat | SBN Psyih 163° 
Pikrat | oom 205° 224° 
Cu-Salz 210° 230° 220° 
Freie Subst. 249° 238° 248° 
Paulys Diazo-R. cf | = ah ae 
Ninhydrin-R. Fae | aP ae or 
eins | + 41,26° +11,26° +25,0° 


2. Spaltungsversuche des Ophidins. 


Nachdem ein fester Boden fiir die Erforschung der Konstitu- 
tion des Ophidins durch eine Sicherstellung seiner Formel gewonnen 
war, habe ich den Beweis der Konstitution durch die Spaltung zu 
stutzen versucht. 


A. Barytspaltung des Ophidins. j 

5e@ der freien Substanz wurden 6 Stunden lang mit 60 ecm 
Wasser und 40g Bariumhydroxyd in eingeschmolzenem Rohr bei 
140° erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde die abfiltrierte Lésung 
zuerst mit Schwefelsiure und dann mit Kohlensiure behandelt. 
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Die regenerierte kohlensaure Lisung reagiert alkalisch, zeigt eine 
starke Ninhydrin- und eine ganz schwache Pauly’sche Diazo- 
reaktion. Wenn man dem eingeengten Filtrat alkoholische Pikrin- 
sdurelosung zugesetzt hat, so schieden sich sofort 4,0 ¢ Krystalle in 
gelben Prismen aus, die in Wasser und Alkohol schwer léslich sind 
und bei 195° schmolzen. 


3,750 mg Subst.: 5,110 mg COs, 1,320 mg HO. 


Blooms | 22 0,563 cem Ne (29°, 755 mm). 
Ber. fiir C;H1N:02CoHsN:07+ H20: C 37,50% H 3,83% N 20,19% 
Gefunden: 37,16 » 3,94 20,04 » 


Um das Pikrat in Pikrolonat zu verwandeln, habe ich das 
Pikrat mit Schwefelsiure zersetzt, die Pikrinsiure mit Ather 
beseitigt, die farblose schwefelsaure Loésung mit Baryt behandelt 
und den Baryttiberschuss mit Kohlensiure entfernt. Wurde die 
regenerierte Basenfltissigkeit mit alkoholischer Pikrolonsdéurelésung 
versetzt, so schieden sich sofort schone gelbliche Krystalle, die bei 
222° schmolzen und nach 6 stiindigen Trocknen in vacuo bei 110° 
zur Analyse kamen. 


3,760 mg Subst.: 6,440 mg COs, 1,470 mg H20. 


2,395mg »” 0,485 cem Nez (30°, 762 mm). 
Ber. fiir C;HiN302:CioHsNi0s: C 47,11% H 4.38% N 22,63% 
Gefunden: 46,71” 4,37 » 22,87 » 


Beim Einengen und Abkiihlen der aus Pikrat oder Pikrolonat 
freigemachten Basenlésung schied sich eine bei 230° schmelzende 
Substanz aus, die eine starke Ninhydrin- und eine ganz schwache 
Pauly’sche Diazoreaktion zeigt. Wegen ihres zu hygroskopischen 
Charakters konnte sie nicht analysiert werden. Mit verdtinnter 
Salpetersiure eingedampft, lieferte sie ein krystallisiertes Nitrat in 
farblosen, durchsichtigen Prismen, die bei 220° schmelzen. Bei der 
Analyse ergab die in vacuo bei 120° getrocknete Substanz 23,85%N, 
statt der fiir Methylhistidin-dinitrat berechneten 23,70%N. 

Die Analysenwerte des Pikrates, Pikrolonates und Nitrates 
stimmen also zu denen fiir das Methylhistidin berechneten. 

Somit kann also an der Bildung von Methylhistidin bei der 
Barytspaltung des Ophidins kein Zweifel sein. 
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Als man das Methylhistidin in dem Hydrolysat als Pikrat 
vollstindig auskrystallisieren liess, konnte ein anderes Spaltungs- 
produkt aus dem Filtrat des Methylhistidinpikrates ausgeschieden 
werden. Das Filtrat wurde nun mit Schwefelsaure angesauert 
und mit Ather extrahiert. Die von Pikrinsdure befreite wasserige 
Lésung wurde mit Baryt und dann Kohlenséure behandelt. Das 
Filtrat, das amphoter reagiert und nicht eine Pauly’sche Diazo- 
reaktion sondern eine starke Ninhydrinreaktion zeigt, wurde nach 
dem Einengen mit 10ccm n-Natronlauge und 2g a-Naphthyl- 
isocvanat geschiittelt. Hatte man das Filtrat mit Salzsaure versetzt, 
so fiel «-Naphthyl-isocyanat des /-Alanins aus, das nach dreimaligem 
Umkrystallisieren aus heissem Alkohol in schneeweissen, recht- 
eckigen Tafelechen vom Schmelzpunkt 234° auskrystallisierte. Zur 
Analyse wurde es im Vacuum bei 110° 6 Stunden lang getrocknet. 


3,715 mg Subst.: 8,860 mg COz, 1,790 mg HO. 


3,260mg ” 0,316 cem Ne (29°, 763 mm). 
Ber. fiir C;H;NO2CuH;NO: C65,11% H5,42% N10,90% 
Gefunden: 65,04 » 5,00 7 11,00 » 


Nun gelang die Isolierung des erwarteten /-Alanins nach 
Neuberg und Manasse (1907) als «a-Naphthylisocyanat-Ver- 
bindung bei der Barytspaltung des Ophidins. 

Zieht man nun die erwahnten Tatsachen in Betracht, so unter- 
hegt es keinem Zweifel, dass sich das Ophidin beim Kochen mit 
Baryt unter Bildung von Methylhistidin und /-Alanin zersetzt. 

B. Spaltung des Ophidins mit Bromwasserstoffsadure. 

5@ Ophidin wurden mit 50 eem 24%iger Bromwasserstoffsaure 
unter Riickflusskthlung auf dem Sandbad 5 Stunden lang zu 
gelindem Sieden erhitzt; die tiberschiissige Bromwasserstoffsiure 
wurde dureh wiederholtes Abdampfen unter vermindertem Druck 
erosstenteils vertrieben. Der Rest dieser Saure wurde zunachst mit 
Ammoniak als Bromammon und dann mit frisch gefalltem Silber- 
oxyd als Bromsilber beseitigt. Man hat das Filtrat mit HS 
behandelt und im Vaeuum zu Sirup eingeenet und im Exsiceator 
getrocknet. Nach einigen Tagen schieden sich daraus farblose, 
blatterartige Krystalle aus, die bei 195° schmolzen, wie das von 
Weygand (1941) hergestellte 6-Alanin. 


Konstitution des Ophidins. 273 


3,710 mg Subst.: 5,450 mg COs, 2,600 mg HO. 


2,095mg -» 0,287 com Nz (25°, 763 mm). 
Ber. fiir CsH;NOz: C40,45% H7,86% N15,73% 
Gefunden: 40,06 7,84 15,75 » 


Somit ist mit Sicherheit erwiesen, dass beim Erhitzen mit 
Bromwasserstoffsdiure sich das Ophidin unter Bildung von f-Alanin 
zersetzt. 

Hs sei hier gleich hervorgehoben, dass samtlich Versuche, 
Methyl-histidin als solches unter den durch HBr erhaltenen Spal- 
tungsprodukten des Ophidins zu isolieren, ganzlich negative 
Resultate ergaben. 


3. Uber die Stellung der Methylgruppe in 
Imidazolkern des Ophidins. 

Es war von vornherein vermutet worden, dass die Methyl- 
eruppe nicht ftir den Wasserstoff der Imidogruppe des Imidazols 
eingetreten sei, weil die Pauly’s Diazoreaktion sowohl beim Ophidin 
wie auch beim durch Barytspaltung gebildeten Methylhistidin 
positiv ausfiel. Dass der Korper, dessen Methylgruppe, wie es 
beim Anserin der Fall ist, an dem Iminostickstoff des Imidazolkerns 
verkettet ist, keine Pauly’sche Diazoreaktion zeigt, hat vor 
mehreren Jahren H. Fischer (1909) konstatiert. 

Der positive Ausfall der Pauly’schen Diazoreaktion bei dem 
Ophidin deutet also darauf hin, dass eine Methylgruppe fiir den 
Wasserstoff der Methingruppe entweder in der 2. oder in der 5. 
Stellunge des Imidazolkerns eingetreten ist. Eine Entscheidung 
dariiber, ob eine von den beiden Bindungsstellen der Methylgruppe 
die richtige ist, war eine der wichtigsten und zweckmassigten 
Aufgaben zur Konstitutionsermittelung des Ophidins. 

Nach vielen Bemiihungen gelang schliesslich die erwartete 
Abspaltung des Ophidins; es wurde namlich die mit gebranntem 
Kalk vermischte Substanz erhitzty und in einer n-HCl-Vorlage 
destilliert: | ahs 

2,0 g Ophidin wurden mit 40,0 g gebranntem CaO vermischf, in 
einer Retorte auf Drahtnetz mit direkter Flamme erhitzt. Dabei 
entwickelte sich zugleich Gasdampf und ein schweres, stark 
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basisches Destillat, das an den Wanden des Gefisses herabfloss und 
in n-HCl aufgenommen wurde. Das in n-HCl tbergegangene 
Destillat wurde ‘in Vacuum stark eingeengt und mit Alkohol 
versetzt. Hat man nun dem Filtrat, das von dem ausgeschiedenen 
Chlorammon abfiltriert wurde, eine alkoholische Goldchloridlosung 
zugesetzt und das Gemisch im Hisschrank stehen gelassen, so schied 
sich allmahlich gelbrotes Chloraurat aus, das bei 200° schmolz. 

Um das Aurat in Pikrat zu verwandeln, habe ich das Gold- 
chloridsalz mit Schwefelwasserstoff zerlegt, mit frisch gefalltem 
Silberoxyd von Salzsiure befreit und wieder mit Schwefelwasser- 
stoff entsilbert. Wurde nun die regenerierte Basenfliissigkeit mit 
alkoholischer Pikrinséurelosung versetzt, so schieden sich schone 
gelbliche nadelformige Krystalle aus, die bei 213° schmolzen, genau 
so wie nach Pyman’s Angabe bei 2-Methylimidazol. Dass die 
Substanz aus Methylimidazol bestand, geht aus folgenden Analysen- 
werten hervor. 


3,560 mg Subst.: 4,850 mg COs, 0,980 mg H:20O. 


2,900mg ” 0,512 cem Ne (13°, 770mm). 
Ber. fiir CisHeNeo:CeoHsN3:0;+ H20: C 36,47% H 3,34% N 21,27% 
Gefunden: 37,16 » 3,08 » 21,35 ” 


Fir Identifizierung der beiden Methylimidazole ist der Schmelz- 
punkt der Pikrate sehr geeignet. Das Pikrat des 5-Methylimidazols 
schmilzt bei 160°, wahrend der Schmelzpunkt des 2-Methylimidazol- 
pikrates viel hoher liegt, es schmilzt namlich bei 213°. 

Um einen Vergleich beider Methylimidazole zu erleichtern, 
wird der Schmelzpunkt verschiedener Salze beider Koérper im 
folgenden kurz zusammengestellt : 


Schmelzpunkt von 
Salze : 
2-Methylimidazol 5-Methylimidazol 
Chloraurat 200° 200-201° 
Nitrat 154° 110° 
Pikrat 2135 160-162° 


oe 


Nachdem auf diese Weise die aliphatische Seitenkette des 
Ophidins abgespalten war, konnte freies Methylimidazol dargestellt 
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werden, das alle Eigenschaften eines von Pyman synthetisch 
dargestellten 2-Methylimidazols charakterisiert. 

Alle bisher bekannten Tatsachen sind aufs beste mit der 
Annahme eines 2-Methylimidazolrings im Methylhistidin vereinbar. 
Damit ist die Natur des N-haltigen Ringsystems im Ophidin auf- 
geklart und die Frage nach der Konstituton dieses Kérpers bis 
auf die Stellung der Methyleruppe erledigt. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


- Jdm Ubereinstimmung mit der Angabe von Imamura 
(1939) konnte aus Kobramuskeln eine neue Base isoliert werden, 
deren Pikrolonat bei 232° schmilzt. Die Base hat eine Carboxy]- 
und eine Aminogruppe, zeigt eine starke Ninhydrin- und eine 
schwache Pauly’sche Diazoreaktion. 

2. Aus Analysenwerten des freien Koérpers und mehrerer 
Salze wird fiir diesen Korper die Formel Ci9HigN403, also die 
summarische Anserinformel angenommen. Nach dem Orte seiner 
ersten Feststellung wird der Korper als Ophidin benannt. 

3. Das Ophidin zersetzt sich beim Kochen mit Baryt unter 
Bildung von Methylhistidin und f-Alanin. Das hier erhaltene 
Methylhistidin unterscheidet sich in verschiedenen Higenschaften 
von dem aus Anserinspaltung gebildeten N-Methylhistidin. 

4. Durch Abspaltung der aliphatischen Seitenkette lefert das 
Ophidin beim Erhitzen mit gebranntem Kalk 2-Methyl-imidazol. 
Damit war nicht nur ein Imidazolring, sondern auch der Ort der 
Methylgruppe festgelegt und die Natur des N-haltigen Ringsystems 
im Ophidin aufgeklart. 

5. Nach Analogie mit dem Carnosin und Anserin wird fur 
das Ophidin die Formel einer (-Alanyl-2-methyl-histidins zur 
Diskussion gestellt. 
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UBER EINE GARBESCHLEUNIGENDE WIRKUNG 
DER ZAHNPULPA. 


Von 


SHIZUKA MOTOMURA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit 
zw Tathoku. Vorstand: Prof. Dr. Masaji Tomita.) 


(Hingegangen am 8. Oktober 1942) 


Seitdem es gezeigt wurde, dass die Vitamine den Prozess der 
alkoholschen Zuckerspaitung fordern, ist die Rolle vitaminhaltiger 
Stoffe aus dem Tier- und Pflanzenreich in sehr zahlreichen Arbeiten 
nach der gleichen Richtung hin untersucht worden, wobei vielfach 
positive Ergebnisse erzielt werden konnten. 

Da nun ein grosses Material tiber chemisch-charakterisierte 
Stimulatoren der Garung in den Arbeiten von Neuberg, Rein- 
furth und Sandberg (1921) und Tomita (1922) vorliegt, wobei 
es sich um Verbindungen meist einfacher Natur handelt, habe ich 
es fiir wiinsechenswert gehalten, auch ein bisher zu biochemischen 
Untersuchungen kaum beriicksichtigte Tiergewebe, die Zahnpulpa 
heranzuziehen, das sie einen bedeutenden Hinfluss auf die Odon- 
togenie zu entfalten scheint. 

‘Die unten beschriebenen Versuche bertihren die Frage nach 
der Wirkung der Zahnpulpa auf die alkoholische Garung. Hs zeigt 
sich, dass die Zahnpulpa der jungen Schweine eine Garbeschleuni- 
eune ausiibt. ) . 


ay VERSUCHSTEILE. 

Die frische Zahnpulpa, die durch Offnen der Zaihne von 
jungen Schweinen mittels geeigneter Instrumente erhalten wurde, 
wurde mit Wasser, Glycerin, Alkohol oder Aceton digeriert. Man 
versetzt das Digerat sofort oder nach der Hitzekoagulation mit 
Glukoselésung und Hayduck’scher Nahrfliissigkeit, die mit Bier- 
hefe geziichtet wurde. Im einzelnen wurde in nachstehender Weise 


vorgegangen : 
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Versuch 1. 20,0 cem Nahrlosung mit Bierhefe wurden mit 3,0 
eem 5 proz. Traubenzuckerlésung und 10,0 cem wasseriger Losung 
von Zahnpulpa (2,0¢@ frische Pulpa enthaltend) versetzt. Als 
Kontrolle diente ein pulpafreies System, das im iibrigen die gleiche 
Zusammensetzung hatte. 


TABELLE I. 
fata benaaaoebe 7% Sete ah 
Entwickelte COs (ccm) 45’ 60’ Fie | 90’ 105’ 120’ 
in der Kontrolle a 8,8 L320 16,6 19,2 21,0 22,1 
im Zahnpulpa-Ansatz 11,0 16,6 20,9 23,8 26.1 27,6 
Seay Pas ee Lee 3,6 4,3 4,6 5,1 5.5 


Versuch 2. Hierbei wurde dieselbe Anordnung gewahlt, nur 
wurde das Digerat durch Erhitzen koaguliert. Zur Feststellung, 
dass der Effekt der Garbeschleunigung nicht auf Fermentwirkung 
beruht, wurden 7g Pulpa mit 35 ccm H.O bei 0° einen Tag lang 
digeriert und dann erhitzt. Das Koagulat wurde abfiltriert. 10,0 
cem des Filtrates wurden als Gargut angesetzt. Wie man aus 
Tabelle II ersieht, ist die Garbeschleunigung noch vorhanden. 


TABELLE II. 


Temperatur 30,0° Zeiten nach 


1 


Entwiekelte COs (cem) 60’ 70’ 80’ 90’ 100’ 110’ 120° 


in der Kontrolle 4,7 5,6 6,3 6,9 (ou 7,3 Bi 
im Pulpa-Ansatz 3,8 5,4 if 9,0 12,8 14,8 | 16,1 
Beschleunigung —0,9 | =0,2 0,8 2, 5,7 1,5 8,4 


Versuch 3. In diesem Versuche wurde folgendermassen ver- 
fahren: 20,0 cem Nahrlosung mit Bierhefe wurden mit 3,0 eem 5% 
Glukoselésung und 10,0eem Glyeerinextrakt der Pulpa versetzt, 
der durch Extraktion der frischen Zahnpulpa mit 5 facher Menge 
50% Glyeerins herzustellen ist. 

Die Resultate sind in Tabelle III zusammengestellt. 
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TABELLE III. 


Temperatur 30,5° Zeiten nach 

Entwickelte COz (cem) 35% 75’ alnlisy Asa 195’ 235’ 
in der Kontrolle 0,3 1,8 yd, TES 11,0 1355) 
im Pulpa-Ansatz 0,9 2, 9,7 14,5 15,8 16,4 
Beschleunigung 0,6 0,6 6,0 752 4,8 Bal, 


Versuch 4. 6,0 g Zahnpulpa von Schweinen hat man mit 45 
50% Glycerins digeriert. Nach 1 tagigem Stehenlassen im 
Hisschrank wurde das Digerat erhitzt und vom Koagulat abfiltriert. 
10,0 cem des Filtrates wurden mit 20,0cem Nahrlésung mit Bierhefe 
und 3,0cem 5% Traubenzuckerlosune versetzt. Tabelle IV ver- 
anschaulicht die Resultate. 


TABELLE IV. 


Temperatur 28° Zeiten nach 


Entwickelte COz (cem) | 50’ 60’ 70’ 80’ SO | LOO et Oar eee 0s 


in der Kontrolle 0,7 0,8 0,8 1,0 0,4 0,4 0,0 0,1 


im Pulpa-Ansatz 4,8 4,2 3,4 3,4 1,6 lis 1,0 0,6 
Beschleunigung : 4,1 Brae Ono 12 0:9 4) EO 0,5 


Aus den Versuchsresultaten geht hervor, dass die Gar- 
beschleunigung durch Glycerinextrakt der Zahnpulpa deutlich 
nachgewiesen wird und dass der erhitzte Glycerinextrakt auch noch 
eine stimulierende Wirkung besitzt. 

Eine weiteres Verfahren, das uns Hinblick in den _ nicht 
fermentativen Effekt der Garbeschleunigung gestattet, ist der 
Versuch mit Alkohol- und Acetonextrakt. 

Zur Feststellung ob die garbeschleunigenden Substanzen auch 
in beiden Solventien léslich sind, habe ich folgende Versuche 
angestellt. 

Versuch 5. 10,0¢@ frische Zahnpulpa wurden mit 40,0 ecm 
Alkohol vermischt und bei 0° 2 Tage lang stehen gelassen. 2,0 ccm 
davon wurden mit 20,0cem Nihrlésung mit Bierhefe und 3,0 ecem 


280 ‘S. Motomura: 


5% Glukoselésung versetzt. Als Kontrolle setzt man der Nahr- 
lésung mit Hefe Glukoselésung und 2,0 cem Alkohol zu. 
Die Ergebnisse finden sich in Tabelle V zusammengestellt.- 


SABRE Ve eee 


Temperatur 30,5° Zeiten nach 

Entwickelte COs (cem) | 130°*| 50° | 70’ |° 90% | 100° | 410" | 120” 
in der Kontrolle 8,6 ee UT,2 18,8 19,2 19,4 19,8 
im Pulpa-Ansatz 91 14,9 18,6 25,8 26,6 27,4 28,2 
Beschleunigung 0,5 1,6 1,4 7,0 7,4 8,0 8,4 


Versuch 6. 10,0¢ frische Zahnpulpa wurden mit 40,0 ecem 
Aceton vermischt und im Eisschrank stehen gelassen. Nach 2 
Tagen wurde das Digerat filtriert. 2,0cem davon wurden mit 
20,0 cem Nahrlosung mit Hefe und 3,0cem 5% Traubenzucker- 
losung versetzt. Anstatt des Pulpaextraktes dienten 2,0cem Aceton 
als Kontrolle. 

Die Resultate sind aus Tabelle VI zu ersehen. 


TABELLE VIL 


Temperatur 30,5° . | Zeiten nach 

Bntwickelte CO; teamy 130") 2b CUR ie BOW ene 105" 120’ 
in der Kontrolle 0,1 0,3 OF; 1,0 152 Al 158 
im Pulpa-Ansatz 0,6 0,9 1,4 fue eR 2,0 2.1 257 
wNiberder Kontos | O> | 86 | 07 | xs | os! [a0 1a 


Kin Mehrgebrauch yon Alkohol und Aceton muss dabei ver- 
mieden werden. Wird der Alkohol oder das Aceton bei dem 
Versuche bis auf ein Drittel Volumen der Garlésung zugesetzt, so 
hort die Kohlensdureentwicklung sofort auf. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


: 1. Die Zahnpulpa junger Schweine hat -elne nauk ena a 
gende Kraft. -%5:-:5if 4: 
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2. Die Wirkstoffe sind aus Wasser, Glycerin, Alkohol und 
Aceton extrahierbar. Sie sind thermostabil. 

3. Ob die Wirkstoffe einheitlicher oder zusammengesetzter 
Natur sind, und worauf der Effekt der Garbeschleunigung durch 
die Zahnpulpa beruht, ist noch nicht aufgeklart. 


LITERATUR. 


Oe Neuberg, C., Reinfurth, E. u. Sandberg, M. (1921): Biochem. Zz. 
121, 218. 
Tomita, M. (1922): Biochem. Zs. 131, 175. 
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UBER DEN EINFLUSS DES CARNOSINS UND 
OPHIDINS AUF DIE ALKOHOLISCHE 
GARUNG. 


Von 


SHIZUKA MOTOMURA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit 
zu Taihoku, Vorstand: Prof. Dr. Masaji Tomita,) 


(Hingegangen am 8. Oktober 1942) 


Die fortschreitende Erkenntnis enthiillt immer deutlicher, dass. 
trotz tiefgreifender Unterschiede im Stoffwechsel von Pflanze und 
Tier in zahlreichen Punkten weitgehende Analogien bestehen. Das 
gilt namentlich fiir bestimmte prinzipielle Fragen des Kohle- 
hydratumsatzes. Wir wissen jetzt, dass die Zellen aller Organismen 
in den wesentlichsten Ziigen den Traubenzucker in der gleichen 
Weise zerlegen, Einmal konnte man einzellige Lebewesen, z. B. 
die Hefezelle, als Versuchsobjekt wihlen und dann die gesamte, 
aus mehreren Zellen aufgebaute Organismenwelt. Fiir die bei 
Hefegarung sichergestellten Beobachtungen kann sich also ein ent- 
sprechendes Verhalten beim Muskelorganismus feststellen lassen. 

Es sind mannigfache Bestandteile des pflanzlichen und tie- 
rischen Organismus bekannt, die zur Gruppe der Vitamine und 
Hormone gehoren und anregend auf alkoholische Zuckerspaltungen 
einwirken. 

Da nun eine Reihe von artspezifischen Muskelextraktstoffen 
aufgefunden worden ist, deren Wirkung noch unaufgeklart ist und 
es sich um Verbindungen von Histidinderivaten handelt, habe ich 
es fiir wiinschenswert gehalten, die Rolle des Carnosins und 
Ophidins auf die alkoholische Garung zu priifen. 

Das Carnosin wurde nach dem Verfahren von Gulewitsch 
(1900) aus Rindermuskeln dargestellt. Durch die Freundlichkeit 
von Kendo in unserem Institut gelangte ich in den Besitz 
verschiedener Proben von Ophidin, welches von Imamura und 
Kendo (1939-1942) zum ersten Mal aus Schlangenmuskeln darge- 
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stellt wurde. Beide Verbindungen wurden als solehe verwendet 
und zwar derart, dass bestimmte Mengen davon zu Giransatzen in 
fester Form hinzugefiigt wurden. . 


EXXPERIMENTELLE BELEGE. 


A. Versuche mit Carnosin. 


Es zeigte sich das Carnosin eine garungsbeschleunigende Kraft 
ussern kann. Im einzelnen wurde in nachstehender Weise vor- 
gecangen : 

Versuch 1. 20,0cem Hayduck-Nahrlosung mit Bierhefe 
wurden mit 3,0cem 5% Traubenzuckerlésung und 0,01 g festem 
Carnosin versetzt. Als Kontrolle diente ein carnosinfreies System, 
das im tibrigen die gleiche Zusammensetzune hatte. . 


TABELLE I. 
Temperatur 24,5° Zeiten nach 
Entwickelte CO. (cem)| 30’ 35° 40’ 45! 50’ 55° 
“in der Kontrolle 0,7 0,6 0,8 1,4 159 2,2 
im Carnosin-Ansatz 2,2 244 3,6 4252, 2,6 2,6 
es eee err i le il i a 


Versuch 2... Fiir diesen Versuch wurde dieselbe Anordnung 
gewahlt, nur war der Carnosin-Ansatz doppelt so gross. 


Tabelle II zeigt die Ergebnisse. 


TABELLY LI. 


Temperatur 245° "Zeiten nach 


Entyyickelte COz (cem) AQ’ ~ 45° SOM: Dp! 60" 3 65"__|,-. -70’ 


im'der Kiontrofle oii chbrmf% | jiiseqethB dlods eit apn (0d } 
im Carnosin-Angatz 9° |2/ 1,9;.'ho 2,2. 27 lyr8830 2,6 1595 1. 22b%7 


Beschleunigung gegen-> 
liber der Kontrole_ 


BOT? OBL Te HOW 008 JKO,2°] COPY 
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Versuch 3. 20,0 cem Nahrlésung mit Bierhefe wurden mit 3,0 
cem 5% Traubenzuckerlésung und 0,03 ¢ Carnosin versetzt. 
Die Befunde sind in Tabelle III verzeichnet. 


TABELLE IIT. 


Temperatur 23,5°- Zeiten nach 

. Entwickelte COz (eem) 45’ 50’ os 65’ By 85’ 
in der Kontrolle 1,5 1,4 1,4 1,1 1,3 0,9 
im Carnosin-Ansatz Ae 1,8 2,0 1,9 peat 1,4 
ee eeay Mayas Me 8 | A daa 


Versuch 4. Es wurde 0,05 @ Carnosin angesetzt. Tabelle IV 
veranschaulicht die Resultate. 


TABELLE LY. 


Temperatur 23,5° Zeiten nach 

Entwickelte CO2 (eem) 30’ 3D 40’ 45’ 50’ By 60° 
in der Kontrolle On | 0,3 0,5 0,9 ale re 1,8 1,6 
im Carnosin-Ansatz Pal “set 1,6 2,2 2,5 ess 2,0 
ee eee Beet no de at bast tees | 05 | 04 


Wie man sieht, ist die Girbeschleunigung durch das Carnosin 
uberall vorhanden, aber unter verschiedenen Bedingungen in un- 
eleicher Starke. 


B. Versuche mit Ophidin. 


Das Ophidin wurde als ein charakteristischer Bestandteil der 
Schlangenmuskeln in unserem Institut entdeckt. Seime Struktur 
wurde von Kendo (1942) festgestellt. Im Vergleich mit Carnosin 
und Anserin fiihre ich hier die von ihm aufgestellte Formel an. 

Aus den Versuchen mit Ophidin ergibt sich, dass unter den 
von mir gewahlten Bedingungen eine dem Carnosin 4hnliche 
eairbeschieunigende Wirkung zu beobachten war. 
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H UR _ 
H-C—N H-C—N A-C—N 

| >o-m | Deu | o-cH, 
C—N CH»—N He C--N ee aes CH »—NH» 
| | 

CH» CH. rae a ee CH. 

| | 

CH-NH——CO CH-NH——CO CH-=NH——CO 
COOH COOH COOH 

Carnosin Anserin Ophidin 


Versuch 5. 20,0 cem Naéhrlosung mit Bierhefe wurden mit 3,0 
eem 5% Glukoseldsung und 0,01¢@ Ophidin versetzt. Unter 
Innehaltung identischer Bedingungen diente ein ophidinfreies Sys- 
tem als Kontrolle. 

Die Ergebnisse finden sich in Tabelle V. 


TABELLE. V. 
Temperatur 24° Zeiten nach 
Entwickelte CO2 (ccm) 60’ 65’ i 70’ | WO 
in der Kontrolle 12 ils: 2,4 2,6 
im Ophidin-Ansatz 1,6 201 352 2,9 
wr dbed det Koki || 0,6 0,8 0,3 


Versuch 6. Bei diesem Versuche setzt man der Niahrlésung 
0,02 g Ophidin zu. Sonst wurde dieselbe Anordnung gewahlt. Es 
ergab sich folgendes Resultat (vgl. Tabelle VI.). 


TABELLE VI. 


Temperatur 24,5° } Zeiten nach 

Tier CO» PE 65’ 70° ia 80’ 85’ 90’ 95’ 
in der Kontrolle | 0,0 0,3 ; 0,0 0,5 0,5 0,4 1,9 
im Ophidin-Ansatz 0,6 0,8 1,4 2,3 28 2,0 2, 
Deghietnicnia sere ele, bias cpaaunti ong. Kokila ats 
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Versuch 7. Versuchsanordnung wie vorher, nur war der 
Aktivator-Ansatz aus 0,03 ¢ Ophidin bereitet worden. 
Die Versuchsresultate waren folgende: 


TABELLE VII. 


Temperatur 24° 


Zeiten nach 


_ Entwickelte COs (ecm) 


in der Kontrolle 
im Ophidin-Ansatz 


Beschleunigung gegen- 
uber der Kontrolle 


80’ 85’ 90° 95’ | 100° | 105’ | 1,2 
2,6 2,6 iy 1,5 1,3 43 1,2 
2, 2, 2, 2,0 1,8 1,7 1,4 
0,2 0,2 0,6 0,5 0,5 0,4 0,1 


Versuch 8. Bei diesem Versuche sind in dem Aktivator-Ansatz 


0,05g Ophidin enthalten. 


Befunde: 


TABELLE VIII. 


Tabelle VIII veranschaulicht 


die 


Temperatur 24,4° 


Zeiten nach 


Entwickelte CO: (eem) 45’ 50’ 55’ 60’ 
in der Kontrolle 0,4 0,4 0,7 IES 
im Ophidin-Ansatz 3,4 2,0 2,5 20 
Besehleunigung gegen- 5 

iiber der Kontrolle an dp 1,8 1,2 


Bei Betrachtung obiger Tabellen (V. VI. VII. VIII.) offenbart 


es sich, dass auch das Ophidin eine garbeschleunigende 


hat. 


Kendo, K. (1942): Diese Zs. 36, 265. 


LITERATUR. 


Gulewitsch, W. u. Admirazibi (1900): Zs. f. physiol. Chem. 30, 565. 
Imamura, H. (1939): Diese Zs. 30, 479. 
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CHEMIE DER MEERSCHILDKROTEN. 


I. Uber die N-haltigen Extraktivstoffe der Muskein von 
Meerschildkroten. 


Von 


HIROSHI TANAKA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit 
2u Tathoku. WVorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 8. Oktober 1942) 


Seit langen Jahren haben sich Kutscher, Ackermann und 
ihre Mitarbeiter (1927) mit vergleichend-biochemischen Untersu- 
chungen der Muskeln verschiedener Tierklassen beschaftigt und 
sind auf Grund einer ganzen Reihe von Versuchsergebnissen zu der 
Anschauung gekommen, dass man vom chemischen Standpunkt aus 
eine systematische Einteilung der Tierwelt durchfiihren kénne. 
Wenn auch ihre Untersuchungen der Muskeln. der verschiedenen 
Wirbeltiergruppen bisher eine ziemliche Ubereinstimmung in bezug 
auf die Art der verschiedenen Extraktivstoffe ergeben haben, so 
blieb doch noch eine Liicke hinsichtlich einer besonderen Wirbeltier- 
eruppe, die man als Sauropsiden (Vogel und Reptilien) zusammen- 
zufassen pfleet. Diese Tiere nehmen ja auch durch die Form ihrer 
Stickstoffausscheidung eine Sonderstellung insofern ein, als nicht 
Harnstoff, sondern Harnsiure der Haupttrager des Stickstoffes in 
ihrem Harn ist. Man konnte danach vermuten, dass sich auch 
unter den basischen Extraktivstoffen der Sauropsidenmuskeln 
andere Substanzen finden liessen als bei den tibrigen Wirbeltieren. 

Diese Vermutung wurde bestitigt durch die Untersuchung von 
Ackermann und seiner Mitarbeiter (1929), die aus der Vogel- 
muskulatur eine bisher unbekannte Substanz, das Anserin isolierten. 
Unter den Reptilien sind die Schlangen auch Gegenstand ein- 
vehender Untersuchungen geworden. So haben Keil, Linnerweh 
und Poller (1927) aus den Pythonmuskeln y-Butyrobetain gefun- 
den. Spiter haben die Untersuchungen in unserem Institut (1939— 
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1942) als ein Bestandteil der Muskulatur von verschiedenen 
Schlangen eine neue Substanz von der summarischen Formel 
CioH16N403, das Ophidin ergeben. 

Andere Reptilienarten, so z.B. die Schildkroten sind aber zur 
chemischen Untersuchung bisher kaum herangezogen. Um den 
Stamm der Chelonia in den Reptilien unserer vergleichend physio- 
logisch-chemischen Untersuchungen zu ziehen, wahlte ich als Aus- 
gangsmaterial Dermochelys Schlegeli (German.) und Chelonia 
japonica (Thunb.), welche im hiesigen Meer lebendig gefangen 
wurden. 

Der Wasserextrakt der Muskeln wurde zunachst enteiweisst 
und das Filtrat wurde so weit eingeengt, bis das Kreatin sich 
ausscheidet. Man engt das Filtrat ein und fallt in schwefelsaurer 
Lésung mit Phosphorwolframsaiure. Das Phosphorwolframat wurde 
mit Baryt zersetzt und die regenerierte Losung eingeengt, bis 
Kreatin und Kreatinin sich ausscheiden. Aus dem Filtrat wurden 
die gesuchten Extraktivstoffe als Pikrat oder Pikrolonat isoliert. 

Die Isolierung der einzelnen Bestandteile wurde in den folgen- 
den, schematisch dargestellten Ordnungen bearbeitet : 


TABELLE I. 


Wasserextrakt der Muskulatur 


(Enteiweissung u. Einengen.) 


| 


| 
Kreatin Filtrat 


| 
+ lesan in 5% H2SO. 


| | 
(A) Niederschlag Filtrat 


(Regeneration u. Hinengen) 


Kreatin u. Kreatinin Filtrat 


| 
+alkohol. Pikrinsre. 


| | 
(B) Filtrat Kreatinin-K-Pikrat 
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(Fortsetzung der Tabelle I) 
(B) Filtrat 
(Befreien von Pikrinsiiure) 


+ alkohol. Pikrolonsiure. 


| 
Carnosin-Pikrolonat u. (C) Filtrat 
Pikrolonat von Fp = 212° 
(Befreien v. Pikrolonsiiure) 


+ P—Wo-Sre ‘- 5% H2SO.4 


| | 
(D) Filtrat Fallung 


(Regeneration u. Einengen) 


+ HeSO; "j HesSoO. 


| eeshges 
Fallung (E) Filtrat 


(Regeneration, Hinengen u. 
Alkoholextraktion ) 


| 
+ warm ee ai HegCls-l6s. 


| | 
(F) ring Filtrat 


-+ warmes Wasser 


ungeléste Subst. Filtrat 


(Regeneration, Hindampfen u. 
Alkoholextraktion ) 


+ alkohol. Ticaamder 
(CoH2oN O2.Cl) 2PtCh 


A. Isolierung der N-haltigen Extraktstoffe aus der 
Muskulatur von Dermochelys Schlegel. 


Zur Verarbeitung kamen 18,3 kg Muskeln, welche frisch ab- 
prapariert und mit eimer Hackmaschine zerkleinert wurden. Nach 
viermaliger Extraktion mit kochendem Wasser wurde der Wasser- 
extrakt zunachst dureh Hitzekoagulation und dann dureh die 
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Tannin-Blei-Methode vollstandig enteiweisst. Das Wiltrat wurde 
nach dem Beseitigen des Bleies so weit eingeengt, bis das Kreatin 
sich ausschied. Gesamtausbeute des Kreatins betrug 35,5g¢. Man 
enet das Filtrat ein und fallt in schwefelsaurer Losung mit Phos- 
phorwolframsaure. Die Phosphorwolframfallung(A) zersetzt man 
mit Baryt, beseitigt das iiberschtissige Baryt mit Kohlenséure und 
erhilt so eine freie Losung von kohlensauren Basen. Beim 
Hinengen dieser Lésung bis zu Sirupkonsistenz scheidet sich 
zunachst das Kreatin (4,8¢) aus; dann wurden 18,5¢ Kreatinin 
erhalten. Die restliche alkalische Mutterlauge wurde mit alkoho- 
lischer Pikrinséurelosung versetzt. Nachdem sich etwa 80¢ an- 
organische Pikrate, die bei tiber 290° nicht schmelzen, ausschieden 
und das eingeengte Filtrat mit alkoholischer Pikrinsaurelésung bis 
zar neutralen Reaktion versetzt wurde, liess man die Losung im 
Hisschrank stehen. Dabei schieden sich 6,9g des Pikrates aus, 
welches nach wiederholtem Umkrystallisieren bei 243° sehmolz und 
folgende Analysendaten ergab: 

4,135 mg Subst.: 4,750 mg COs, 0,770 mg HO. 

3,485 mg Subst: 0,598 cem Ne (17°, 758mm). 

1,0000 g Subst.: 0,7594 g Pikrinsdure. 

0,2464 g Subst.: 0,0345 g@ KeSOu:. 


Ber. fiir CiH;Ns0-CsHsN307-CsH2N;O;K : Gefunden 
C 31,52% 31,33% 
H 1,97” 2,08 » 
N 20,68 » 20,15 » 
K 6,40 » 6,26 » 
Pikrinsdéure 75,19 » 75,94 ” 


Aus den Analysendaten geht hervor, dass die Substanz aus 
Kreatinin-Kaliumpikrat bestand. 

Man lasst das Kreatinin-Kaliumpikrat vollstandig auskrystal- 
lisieren. Das Filtrat wurde unter Zusatz von Schwefelsdure mit 
Ather extrahiert. Die von Pikrinsidure befreite saure Lésune wurde 
mit Baryt und dann mit Kohlensaéure behandelt; die regenerierte 
Basenlosung wurde dann mit alkoholischer Pikrolonsiurelésung 
versetzt. Dabei schieden sich reichlich Krystalle aus. Nach 
mehrmaligem Umkrystallisieren bekommt man ein Pikrolonat, 
welches bei 163-164° schmilzt. Diese Verbindung ist eine der 
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Hauptsubstanzen der basischen Extraktivstoffe der Muskeln von 
Dermochelys Schlegeli. Ausbeute 20,2 ¢ als Pikrolonat. 
3,955 mg Subst.: 6,350 mg COs, 1,640 mg H:;O. 


1,965 mg Subst.: 0,377 cem Ne (30°, 759 mm). 
0,0620 g Subst. verloren tiber PsOs in Vacuum u. 120° 0,0042 g an Gewicht. 


Ber. fiir CoHisN.103'CioHsN.O;5 + 2H20 Gefunden 
C 43,32% - 43,79% 
> H 4,97 » 4,64 » 
N 21,29 » 21,59 » 
H2O 6,84 » 6,77 ” 


Das Pikrolonat wurde mit Schwefelsdure zerlegt und mit Ather 
extrahiert um die Pikrolonsiure zu beseitigen. 

Die wasserige Loésung zeigt eine Ninhydrinreaktion. Pauly’- 
sche Diazoreaktion ist auch positiv. 

Fir die optische Bestimmung diente eine wasserige Léosung. 

[a D =+ 31,0° 

Wird die wasserige Losung stark eingeenet und im Hisschrank 

stehen gelassen, so bekommt man daraus eine freie Base in Krystall- 


form, die bei 252° schmilzt. 
4,130 mg Subst.: 7,170 mg COs, 2,260 mg H:O. 


2,335 mg Subst.: 0,524 cem Ne (32°, 758mm). 
Ber. fiir CoHiuNsOz Gefunden 


C 47,787 . 47,35% 
H 6,19 » G12 
N 24,77 25,05 » 


Die Analysendaten des Pikrolonates und der freien Verbindung 
Ausserdem zeigt 


stimmen also mit denen des Carnosins iiberein. 
ja auch das Pikrat dieser Verbindung die fiir das Carnosinpikrat 


berechneten Analysenwerte. 
3,900 mg Subst.: 5,700 mg COs, 1,350 mg H2O. 
Ber. fiir CoHisNsO3-CoHsNsO; Gefunden 


C 39,55% 39,86% 
3,87 ” 


H 3,76 ” 
Um einen Vergleich der isolierten Substanz mit dem Carnosin 
zu erleichtern, sind die Resultate tabellarisch zusammengestellt. 
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TABELLE IT. 


Schmelapunkt Piscean. 
Salze oder Ye is hog ON t ‘ a 
gia Saba isolierte F isolierte : 
Subatarie Carnosin Stik a ive Carnosin 
Pikrolonat 164° 163° 
Pikrat 224° IY os 
Nitrat 219° 219° 
Cu-Salz 220° oP ie 
Freie Subst. 2527 248° 
Pauly’sche R. + a 
Ninhydrin-R. iP + 
[a]p +31,0° + 25,0° 


Zur weiteren Identifizierung wurde ein Spaltungsversuch der 
Verbindung gemacht, indem 2 ¢ der freien Substanz 5 Stunden mit 
40 cem 24%iger HBr-Losung am Riickflussktihler gekocht wurden ; 
der tiberschiissige Bromwasserstoff wurde durch Abdampfen unter 
vermindertem Druck grosstenteils entfernt und zuletzt mit Silber- 


oxyd der Rest beseitigt. 


siceator getrocknet. 


Das Filtrat wurde mit Schwefelwasser- 
stoff entsilbert und in Vacuum zu Sirup eingeengt und im Ex- 


aus, die bei 195° sehmolzen. 


Dabei schieden sich 0,76g weisse Krystalle 


4,105 mg Subst.: 5,945 mg COs, 2,830 mg HO. 
3,265 mg Subst.: 0,451 cem Ne (24°, 765 mm). 


Ber fiir CsH;NOs 


C 40,44% 
H 7,92” 
N 15,73 » 


Gefunden 
39,50% 
1 i wid 
15,98 ” 


Auf Grund der Analyse und des Schmelzpunktes wird die 
Substanz als mit f-Alanin identisch angenommen. 


Um das Histidin als ein Spaltungsprodukt zu erhalten wurde 


ein Spaltungsversuch mit Barytwasser ausgefiihrt. 


1,6 ¢ der freien 


Substanz wurden mit 12,5 ¢ des gepulverten Bariumhydrates und 


ies 
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20 ecm Wasser vermischt, in eingeschmolzenem Rohr 6 Stunden im 
Olbad (Temp. 140°) gekocht. Das Hydrolysat wurde mit Schwefel- 
sdure behandelt und das Filtrat wieder mit Barytwasser yon 
Schwefelsaure befreit. Das von Schwefelsiure und Baryt befreite 
Filtrat wurde zu Sirup eingedampft.und dann mit alkoholischer 
Pikrinsdurelésung versetzt. Es schieden sich daraus Krystalle von 
Histidinpikrat (0,6g), die bei 188° schmolzen und folgende 
Analysenwerte zeigten : 


4,140 mg Subst.: 5,555 mg COs, 1,250 mg HO. 
2,290 mg Subst.: 0,402 com Ne (27°, 762mm). 


Ber. fiir CoH »N302CoHsN307+ H2O Gefunden 


Cc 35,82% 36,59% 
as 3,50 ” 3,38 ” 
N 20,90 » 20,03 ” 


Das Filtrat vom Histidinpikrat wurde mit Schwefelsdaure 
angesiiuert und mit Ather extrahiert. Die von Pikrinsiiure befreite 
wasserige Losunge wurde mit Baryt und Kohlenséure behandelt 
und die regenerierte Losung wurde eingeengt und mit n-Natron- 
lauge und «-Naphthyl-isocyanat geschiittelt. Hat man das Filtrat 
mit Salzsiure versetzt, so fiel e-Naphthylisoeyanat des 6-Alanins 
aus, welehes folgende Analysendaten ergab: 


3,520 mg Subst.: 8,455 mg COs, 1,660 mg HO. 


Ber. fiir CuHuNeOs Gefunden 
CG 65,09% 65,51% 
Ft 5,46 Be totee 


Auf Grund der bis jetzt ausgefiihrten Untersuchungen ergab 
der Vergleich der von Verf. aus Dermochelys Schlegeli aut- 
gefundenen Verbindung mit Carnosin die vollste Identitat beider 
Korper. 

Beim Umkrystallisieren des Carnosinpikrolonates wurde ein in 
Wasser schwerer loéslicher Anteil (0,9 @) erhalten. Dieses Pikro- 
lonat schmilzt bei 218°, zeigt folgende Analysenzahlen : 

3,560 mg Subst.: 5,900 mg COs, 1,270 mg HO, 

2,750 mg Subst.; 0,500 cem Ns (17°, 759 mm). 


Ber, fiir CsHsN2O2CpHsN.iOs C 45,91% H 4,08% N 21,48% 
Gefunden: 45,20 » 3,98 ” 21,37 » 
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Zur Ermittlung der Konstitution dieser Verbindung sind 
weitere Untersuchungen erforderlich. 

Das Filtrat (C) des Carnosinpikrolonats ode eines bei 213° 
schmelzenden Pikrolonates wurde nach dem Zusatz von Schwefel- 
siure mit Ather extrahiert. und die von Pikrolonsdure_ befreite 
wasserige Liésung wurde mit Baryt behandelt und in d%iger 
schwefelsaurer Loésung mit Phosphorwolframsdure gefallt. Das 
Filtrat (D) der Phosphorwolframsaéure-Fallung wurde nach der 
Baryt-Zersetzung stark eingeengt und in schwefelsaurer Losung 
mit Quecksilbersulfat gefallt. Man hat das Filtrat (E) mit 
Schwefelwasserstoff behandelt, die Schwefelsaure mit Baryt und den 
Barytiiberschuss mit Kohlensiure beseitigt. Der stark eingeengte 
Rickstand wurde mit absolutem Alkohol extrahiert und der 
Alkoholextrakt dann mit einer warm gesattigten Sublimatlosung 
gefallt. Diese Fallung (F) wurde mit warmem Wasser digeriert, 
mit Schwefelwasserstoff entquecksilbert, in Vacuum bis zu Sirup- 
konsistenz eingeengt und mit Alkohol extrahiert. Der Alkohol- 
extrakt wurde dann mit Platinchloridlésung gefallt, worauf ein in 
heissem Wasser leicht und in Alkohol schwer losliches Platin- 
chloriddoppelsalz erschien. Die aus heissem Wasser umkrystal- 
lisierte Substanz schmolz bei 226°, sie zeigt folgende Analysen- 


zahlen : 
3,260 mg Subst.: 3,445 mg COs, 1,480 mg H:2O. 
2,890 mg Subst.: 0,118 eem Ne (27°, 761 mm). 
0,0454 g Subst. : OROMS Et. 


Ber. fiir (CoHaNO2C1)2PtCh: Gefunden: 
Cc 28,57% 28,82% 
H 5,29 » : 5,08 » 
N 3,70» 4,65 » 
Bi 25,75 ” 25,33 ” 


0,7 g Platinsalz wurden mit Schwefelwasserstoff zersetzt, der 
Platinsulfidniederschlag abfiltriert und sorgfaltig gewaschen. Das 
gesammelte Filtrat wurde in vacuo vollig getrocknet, der Riickstand 
in Alkohol gelost und mit alkoholischer Goldchloridlosung gefillt. 
Zur Reinigung wurde das Salz aus heissem Wasser umkrystallisiert. 

Diese Verbindung krystallisiert in gelben Nadeln, ist in heissem 
Wasser leicht und in kaltem wenig loslich, schmilzt bei 102°. 
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3,485 mg Subst.: 2,705 mg COs, 1,155 mg HO. 
9,095 mg Subst.: 0,225 cem Ne (17°, 776mm). 
3,485 mg Subst.: 1,345 mg Au. 


Ber. fiir CoHaNOs AuCh: Gefunden: 
C 21,05% 21,17% 
H 3,89 ” 3,71 ” 
N 2,72» 2,95” 
Au 38,40 ” _, aD 


Ein mit dieser Verbindung in vielen wesentlichen Higen- 
schaften tibereinstimmendes Produkt wurde von Kutscher (1905) 
aus Liebig’schem Fleischextrakte erhalten. Er  bezeichnete 
dasselbe als ,,Oblitin“, welches sich von Verfasser’s Substanz nur 
dureh ein Mehr von % Sauerstoffatom unterscheidet. 

Nach den Elementaranalysen und dem Schmelzpunkt der 
Edelmetallsalze scheint Verf. Verbindung ein Athylester des y- 
Butyrobetains zu sein. Das Aussehen, Verhalten gegen Losungs- 
mittel von Verf. Base und des synthetischen Produktes zeigten 
ebenfalls eine befriedende Ubereinstimmung. Tabelle III zeigte 
einen Vergleich der beiden Verbindungen und des Oblitins. 


TABELLE ITT. 


Pt-u. Au-Salze Oblitin ae ae ad Meine Subst. 
1. Platinsalz: (berechnet ) (berechnet ) (gefunden) 
Ci 27,96% 28,57% 28,82% 
alte des. H 5,21» 5,29 » 5,08 » 
nalysendaten } 3 3°62» 3°70 » 4655 
Bt 25,26» ° 25,75 » 25,33 » 
Schmp. 216-230° 
(Kutscher ) 2255 296° 
216-217° ay 
_ (Krimberg) a2! 
2. Goldsalz: 
Cc 20,71% 21,05% 21,17% 
4: i 3,36 » 3,89 » 3,71» 
Analysendaten N 2,68 » 2.72,» 2,95 » 
Au 37,82 » 38,40 » 38,59 » 
Schmp. 107° 102° 


Die Untersuchungsresultate des Muskels von Dermochelys 
Schlegeli sind kurz in Tabelle IV zusammengestellt. 
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TABELLE LY. 
Aus 18,3 kg frischen Muskeln von Dermochelys Schlegeli 
me art Freie Substanz | 
Extraktivstoffe oder Saito Schmelzpunkt Ausbeute 
Kreatin frei 40,3 g 
Kreatinin frei 18,5 ¢ 
Kreatinin- K-pikrat 243° 6,9¢ 
Carnosin- Pikrolonat 163° 20,2 ¢ 
OsHsN2Qz Pikrolonat 243° 0,9 g¢ 
(CoH2oNO2C1) ePtCh ae 4 
(y-Butyrobetainathylester- ey brik 2 
chloroplatinat? 


B. fsoleerung der N-haltigen Extraktstoffe aus der 


Nachdem durch voranstehende Untersuchung feststellte wurde, 
dass die Extraktivstoffe der Muskulatur von Dermochelys Schlegeli 
ihrer Zusammensetzung eine Abweichung von 


japonica (Thunb.) verwendet. 


Muskulatur von Chelona japoniea. 


TABELLE V. 


denen des 
Schlangenmuskels zeigten, lag es nahe, nun auch die Muskeln der 
anderen Arten von Meerschildkréten einem niaheren Studium zu 
unterziehen. 
Fur diesen Zweck wurden 13,7 kg frische Muskeln von Chelonia 
Die Versuchsanordnung und Aus- 


Aus 13,7 kg frischen Muskeln von Chelonia japonica 


Extraktivstoffe Bags Ocean Sehmelzpunkt Ausbeute 
Kreatin frei 42,2 
Kreatinin frei 10,8 g 
Kreatinin- K-pikrat 243° 6,5 g 
Carnosin- Pikrat 224° oye 
Carnosin- Pikrolonat 163° 18,2 ¢ 
OsHsN20z } Pikrolonat 243° 19¢ 

(CoH2NO2Cl) 2PtCls 906° ea 17g 
(y-Butyrobetainathylester- ae - 
chloroplatinat ? 
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fiihrung der Basenisolierung geschah fhnlich wie in den voran- 
stehenden Experimenten. 

Die Ergebnisse der Untersuchung bei der Muskulatur von 
Chelonia japonica sind tabellarisch niedergelegt (Tabelle V). 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Die vorliegende Untersuchung hat also als Bestandteile der 
Muskulatur von Dermochelys Schlegeli und Chelonia japonica 
Kreatin, Kreatinin und Carnosin ergeben. Ferner wurde ein 
Platinat isoliert, dessen Identitaét mit y-Butyrobetain-aithylester aus 
Analysenzahlen und Schmelzpunkt der Hdelmetalldoppelsalze 
hdchst wahrscheinlich ist, und ein Pikrolonat von der summarischen 
Formel C5;HsN200'Ci9HgN4O;. 

Uberraschend ist, dass das Carnosin in den Muskeln von 
Meerschildkréten in einem grossen Quantum enthalten ist, welches 
bei anderen Sauropsiden in geringer Menge gefunden wurde und 
anstatt desselben das Anserin aus den Vogelmuskeln und das 
Ophidin aus Schlangenmuskulatur isoliert wurde. 

Das Auftreten von y-Butyrobetain-athylester in diesem Wir- 
beltiermuskel ist interessant, weil sich die Anzeichen ftir ein 
Vorkommen der Athylester der Base in der Tierwelt mehren. 
Zuerst wurde im Jahre 1910 aus Rinderfieisch das Oblitin isoliert, 
welches einem Athylester des in verschiedenen Siugetiermuskeln 
enthaltenden Carnitins entspricht. In ahnlicher Beziehung steht 
meine Verbindung, weil ihre Kernsubstanz, némlich y-Butyrobetain, 
als einen Bestandteil des Pythonmuskels erwiesen wurde. 

In dieser Mitteilung konnte iiber die Purinbasenfraktion nichts 
ausgesagt werden. Die Versuche, sie erneut darzustellen und 
einzelne Bestandteile darin zu isolieren, sind im Gang. 
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CHEMIE DER MEERSCHILDKROTEN. 


II. Uber die Fermente der Meerschildkroétenorgane. 


Von 


HIROSHI TANAKA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat 
zu Taihoku. Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 8. Oktober 1942) 


Die Lehre von der vergleichenden Biochemie kann eine grosse 
Rolle in der Anbahnung klarer morphologischer Verhiltnisse 
spielen. Wenn es in kiinftiger Zeit der vergleichend-biochemischen 
Forschung gelungen sein wird, das Dunkel zu lichten, das einst- 
weilen noch tiber die geheimnisvollen Vorginge der tierischen 
Organisation gebreitet ist, diirfte es voraussichtlich moéglich sein, 
eine Fiille von heterogenen Wahrnehmungen in organischen Zusam- 
menhang zu bringen und zu verstehen, die uns heute noch un- 
zusammenhangend und unverstandlich erscheinen miissen. 

Wir sind berechtigt anzunehmen, dass alle tiefgehenden chemi- 
sehen Umsetzungen, welche sich in lebenden Zellen abspielen, sich 
durch die Wirkungen der darin vorhandenen Fermente erkléiren 
lassen. 

Trotz der intensiven Bearbeitung, die das Gebiet der Ferment- 
wirkung in den letzten Jahren erfahren hat, konnte in keinem Fall 
die Lokalisation einzelnen Fermente vergleichend-biochemisch 
klargestellt werden. Es ware also von Interesse, eine Beziehung 
festzustellen zwischen dem Fermentgehalt der verschiedenen Organe 
und der Tierarten. 

Nachdem H. Imamura (1940) im hiesigen Institut die Fer- 
mente der Schlangenorgane untersucht hatte, war es geboten festzu- 
stellen, wie es sich bei einer anderen Art der Reptilien, naémlich 
bei den Meerschildkriten verhiilt. 

Von den verschiedenen Fermenten wurden hier Amylase, 
Lipase, Pepsin, Trypsin, Dipeptidase, Arginase, Phosphatase und 
Urease mit den Organen von Chelonia japonica untersucht. Beim 
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Versuche mit Organen von Dermochelys Schlegeli wurden Trypsin, 
Dipeptidase und Urease wegen des Mangels von Material nicht 
erforscht. 

Einzelne Organe wurden nach dem Zerreiben mit 5 fachen 
Mengen 50% Glycerin bei 0° 24 Stunden lang extrahiert. Bei dem 
Magen und Darm wurde die Schleimhaut zum Versuche verwendet. 
Man benutzt die abfiltrierte Losung des oben erwahnten Glycerin- 
extraktes als Fermentlosung. 


EXPERIMENTELLE BELEGE. 
1. Amylasewirkung der Organe. 


Die Digestionsfliissig¢keit wird folgendermassen zusammen- 
gestellt : 
5ecm Organextrakt. 
25 cem Substratlésung (2 proz. Stirkelésung). 
10 cem Phosphatpuffer (pH =6,8). 
1cem n-NaCl-losung. 
9 cem Wasser. 
0,5 cem Toluol. 
Nach 24 stiindiger Digestion wurde die abgespaltene Glukose 
nach dem Bertrand’schen Verfahren ermittelt. 
Tabelle I zeigt die Resultate. 


TABELLE Ia. 
Versuche an Chelonia japonica. 


RAMU ethie Menge von KMn0O,(cem) * difivesionnnenl 
Berechnet Gefunden Starke (% ) 
Magen 60,0 11,5 19,1 
pias js 7,0 11,6 
Leber » 10.1 16,6 
Pankreas ” 21,5 35,8 
Mile 7 8,0 133 
Niere » 2,7 46 
Lunge ” 35 5,8 
Herz / ” 6,5 | 10,8 
Muskel ” 2,0 3,3 


* leem KMn0.:=10,09 mg Glukose. 
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TABELLE Ib. 


Versuche an Dermochelys Schlegeli. 


Menge von KMnO,(cem) 
Arten der Organe Abgespaltene 
Berechnet Gefunden Starke (7%) 
Magen 60,0 12,0 20,0 
Darm ” 15,0 25,0 
Leber ” ; 18,5 30,8 
Pankreas ” 45,0 75,0 
Milz ” 23,0 38,3 
Niere ” 25,0 41,6 


Die Tabellen lehren, dass ein und dasselbe Organ verschiedener 
Tierarten nicht sehr ungleiche Werte fiir den Gehalt an Amylase 
lieferte; fiir die diversen Gewebe desselben Tieres bestehen jedoch 
erhebliche Schwankungen. Amylasewirkung trat beim Pankreas 
am starksten hervor. 


2. Untersuchung der Lipase. 
10cem des Organextraktes wurden mit 25cem Tributyrin- 
losung (10 ¢ Tributyrin in 500 cem Wasser) als Substrat versetzt. 
Dem Gemisch hat man als Puffer und Aktivator 2 eem n-Ammoniak- 
chlorammonlisung (pH =8,9), 0,5 cem 2% CaCly-lésung und 0,5 ecm 


TABELLE II. 


Acidititszunahme (cem n/10-KOH) 
Arten der Organe 
bei Chelonia japon, bei Dermochel. Schl. 
Magen Dy Tal 
Darm 6,4 8,6 
Leber vi) ; 9,5 
Pankreas 9,6 14,4 
Milz 5,2 1,6 
Niere Tie ; 10,0 
Lunge 2,3 — 
Herz 1,6 _ 
Muskel 0,2 = 


eee ee a ea 
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3% Hialbuminlisung zugesetzt. Nach der Digestion wurde die 
Aciditatszunahme mit n/10-KOH titrimetrisch bestimmt. 

Die Ergebnisse der einzelnen Versuche sind tabellarisch 
niedergelegt (Tabelle IT). 

Bei Betrachtung von Tabelle II sieht man, dass hinsichtlich 
der Tributurinasewirkung ein sehr ahnliches Verhalten zwischen 
den Geweben von Chelonia japonica und Dermochelys Schlegeli 
besteht. Nach der Starke des Verseifungsvermogens ordnen sich 
die Organe folgendermassen: Pankreas, Niere und Laber, Darm, 
Magen, Milz. 


3. Pepsinwirkung der Organe. 
Das Verdauungsgemisch wird wie folgt dargestellt: 


10 cem Kaseinlosung (10 g Casein, 8 cem n-NaOH-lésung, 
250 cem Wasser, auf dem Wasserbad unter Erwirmung gelost.) 
5 cem Organextrakt. 
15 cem n/15-HCl. 
0,5 cem Toluol. 
Das Gemisch wird 24 Stunden lang bei 37° digeriert und dann 
nach dem Verfahren von Volhard und Lohlein (1906) mit n/10- 
NaOH titriert. Es zeigt sich folgendes: 


TABELLE II] a. 


Versuche an Chelonia japonica. 


n/10-NaOH-lésung (eem) Tanah dee 
Arten der Organe Vor der Nach der ata enone 
Digestion Digestion 
Magen 1,20 2,80 1,60 
Darm 1,05 1,70 0,65 
Leber 1,00 1,40 0,40 
Pankreas 1,00 1,60 0,60 
Milz 1,20 2,30 1,10 
Niere 1,00 1,40 0,40 
Lunge ibiK@) 1,2 0,10 
Herz 1,10 1,10 0,00 
Muskel 1,20 1,20 0,00 
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TABELLE III b. 


Versuche an Dermochelys Schlegeli. 


n/10-NaOH-lésung (ecm) 
Arten der Organe n/ iO NeOErIech 

Vor der Nach der : eds} oe 
Digestion Digestion 

Magen 6,40 10,80 4,40 

Darm , 5,2 10,40 0.20 

Leber 4,00 5,44 / 1,44 

Pankreas 4,00 4,96 0,96 

Milz | 4,00 . 4,40 0,40 

Niere 3,60 5,00 1,40 


Den Tabellen IIIa und IIIb kann man entnehmen, dass die 
Pepsintatigkeit ungleicher Meerschildkréoten einige Abweichungen 
aufweist. Bemerkenswert erscheinen die Befunde fiir die Milz von 
Chelonia japonica und den Darm von Dermochelys Schlegeli, bei 
denen wie beim Magen die Pepsinwirkung eine ziemlich bedeutende 
ist. 

4. Untersuchung der Trypsinwirkung. 


Die Trypsinwirkung wurde nach Waldschmidt-Leitz 
(1923) ermittelt. 

leem des Organextraktes wird mit 0,3 cem nach. seinem 
Verfahren dargestellter Hnterokinaselosung und 1,7 cem Wasser 
vermischt. Nach halbstiindigen Stehenlassen bei 30° wird die 
Lésung mit 5 cem Peptonlosung (6 proz.) und 2 eem n-Ammoniak- 
chlorammon-Puffer (pH=8,9) gemischt und 20 Minuten lang bei 
30° digeriert. Die Aciditaétszunahme wird mit. 1/5-KOH titri- 
metrisch bestimmt. 

Die Resultate sind aus Tabelle IV ersichtlich. 

Man hatte vielleicht eine starke Trypsinwirkung im Pankreas 
der Chelonia, japonica erwarten sollen. Waihrend das Pankreas 
dieses Tieres zugesetzte Starke und Tributyrin sehr stark angriff, 
ist die Hydrolyse der Peptone bei meiner Versuchsanordnung durch 
diesés Organ.schwicher als Darm, Leber und Milz. Ein ahniiches 
Verhalten hat Imamura (1940) im’ hiesigen Institut ‘bei. seiner 
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TABELLE LV. 


Versuche an Chelonia japonica. 


Menge der n/5-KOH in eom Der Aciditits- 
Arten der Organe - ; ee zuwachs 
Versuche Kontrolle (cem n/5-KOH) 
Magen 12,60 12,60 0,00 
Darm. 12,70 12,60 0,10 
Leber 12,80 12,60 0,20 
Pankreas 12,60 12,60 0,00 
Milz 13,00 12,65 0,35 
Niere 12,60 12,60 0,00 
Lunge 12,62 Z 12,60 0,02 
Herz 12,65 12,60 0,05 
Muskel 12,00 12,00 0,00 


Untersuchung der Fermente der Schlangenorgane bemerkt. Hs 
zeigte sich dabei, dass eine Trypsinwirkung des Schlangenpankreas 
sehr schwach ist, sie steht dem Darm und der Leber dieses Tieres 
nach, 

Nicht untersucht wurde die Frage, ob das Pankreas der 
Chelonia japonica iiberhaupt kein Trypsin besitzt oder seine 
Trypsinwirkung durch irgend einen anderen Faktor beeinflusst 
wird. Hier geniige der Hinweis, dass die proteolytischen Wir- 
kungen des Reptilienpankreas nach verschiedenen Richtungen noch 
Gegenstand eingehender Priifung sein sollen. 


5. Untersuchung der Dipeptidasewirkung. 

5eem Dipeptidlosung (0,1¢@ Glycylglyein in 14-M-Phosphat- 
puffer, pH=7,5), 2 cem Organextrakt, 1,8 cem n/5-NaOH wnd 1,2 
ccm Wasser werden gemiseht und bei 40° 1 Stunde lang digeriert. 
Dann werden 130 cem Methanol zugesetzt und mit »/5-alkoholischer 
KOH-Lésung unter Zusatz von Thymolphthalein als Indikator 
titriert. 

Die Befunde sind in Tabelle V verzeichnet. 

Ks offenbart sich somit, dass die Dipeptidasetiitigkeit wngleicher 
Organe desselben Tieres betrichtliche Umterschiede awfweist. 
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TABELLE V. 


Versuche an Chelonia japonica. 


. Menge der n/5-KOH in cem Der Aciditits- 
Arten der Organe zuwachs 
Versuche Kontrolle (cem n/5-KOH) 
Magen 2,90 2,80 0,10 
Darm 3,60 2,85 0,75 
Leber 3,80 2,90 0,90 
Pankreas 2,80 2,80 0,00 
Milz 3,50 3,30 0,20 
Niere 4,90 2,90 2,00 
Lunge 2,70 270 0,00 
Herz 3,05 2,80 0,35 
Muskel 2,90 2,80 0,10 


Bemerkenswert erscheinen die Befunde fiir Niere, bei der der 
Aciditatszuwachs sehr gross ist. 


6. Die Starke der Arginasewirkung einzelner Organe. 


In unserem Laboratorium (1925-1940) wurde schon festge- 
stellt, dass sich die Arginase, die bei Sadugetieren hauptsdchlich in 
der Leber vorkommt, in der Niere bei Vogeln, in der Leber und 
zum Teil auch in der Niere bei den Amphibien und in der Leber 
beim Fisch findet. Dass sich die Argininspaltung auch in Sehild- 
kréten- und Schlangenorganen vollzieht und die Niere sehr kraftig 
hydrolytisch spaltend wirkt, ist konstatiert. In Meerschildkroten- 
organen habe ich dasselbe Verhalten gefunden, welches sehr 
beachtenswert erscheint, weil man sich vorstellen kann, dass sich 
die fermentativen Vorgaénge im Reptilenorganismus zu denen des 
Vogels sehr &hnlich, wie ihre morphologisehen Verwandschafts- 
verhaltnisse verhalten. 

Die Stirke der Arginasewirkung wurde nach der Edlbacher’ 
schen (1925) Methode ermittelt. 

5 eem Arginin (1-2 proz.) wurden mit 5 eem Organextrakt und 
10 cem Glycin-NaOH-Puffer (pH=9,7) gemischt. Nach 48 stiindiger 
Digestion wurde das Digerat mit 3.ccm n/10-NaQH versetat und 
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auf siedendem Wasserbade 10 Minuten lang erhitzt. Nach dem 
Erkalten hat man dieser Loésung 10 eem M/15-Phosphatpuffer und 
Sojabohnen-Urease zugesetzt. Das aus Harnstoff gebildete Am- 
moniak wurde nach 24 Stunden bestimmt. 


Die Resultate geben Tabellen Vla und VIb wieder. 


TABELLE VI a. 


Versuche an Chelonia japonica. 


Tu- Harnstoff 

: Ores gesetztes 
puede eee Arginin Berechnet Gefunden Gefunden 

(g) (g) (g) (%) 
Magen 0,05 0,0172 0,0000 0 
Darm 2? 3 0,0000 0 
Leber ” ” 0,0036 20,93 
Pankreas ” ” 0,0000 0 
Milz ” ” 0,0003 1,74 
Niere ” ” 0,0030 17,44 
Lunge ” 0,0003 1,74 
Herz ” ” 0,0003 1,74 
Muskel ” ” 0,0012 6,98 

TABELLE VI b. 
Versuche an Dermochelys Schlegeli. 
Zu- Harnstoff 
Arten der Organe gesetztes 
*8 Arginin © Berechnet Gefunden Gefunden 

(g) (g) (g) (%) 
Magen 0,10 0,0344 0,0015 4,36 
Darm ” ” 0 0 
Leber ” ” 0,0234 68,02 
Pankreas ” ” 0,0027 7,85 
Milz ” ” 0 0 
Niere ” ” 0,0255 74,13 


Aus den Tabellen geht’ hervor, dass der Niere und der Leber 
der Meerschildkroten eine starke arginin-spaltende Kraft zukommt. 
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7. Ureasewirkung der Organe. 


Seem des Organextraktes, der aus einzelnen Organen der 
Chelonia japonica auf oben erwidhnte Weise hergestellt wurde, 
wurden mit 10 cem 2% Harnstofflésung, 10 cem 1/15-mol. Phosphat- 
puffer (pH=7,0) und 0,5 cem Toluol versetzt. Nach 24 Stunden 
wurde das aus Harnstoff abgespaltene Ammoniak bestimmt. 0,2 g 
Harnstoff geben nach vollstindiger Spaltung 0,1133 ¢ Ammoniak. 

Die Ergebnisse lassen sich aus Tabelle VII ersehen. 


TABELLE VII. 


Menge des Ammoniak (g) Ab- 
Arten der Organe Asada : Seg 

es, Berechnet Gefunden (%) 
Magen 0,2 '0.1133 0 0 

Darm ” ” 0,0054 Aah 

Leber » » 0,0006 0,53 
Pankreas ” ” 0 0 
Milz ” ” 0 0) 
Niere ” ” 0 0 
Lunge ” ” 0 0 
Herz oy ” 0 0 
Muskel ” ” 0 0 


Gemass Tabelle VII ist die harnstoffspaltende Kraft in den 
meisten Organen nicht nachweisbar. Nur im Darm kommt die 


Urease spurweise vor. 


8. Untersuchung der Phosphatasewirkung der 
emzelnen Organe. 


5eem des Organextraktes wurden mit 10cem Na-glycero- 
phosphatlésung (1%) oder 25 cem 1% Ca-fruktose-monophosphat- 
losung und 10 cem H2O versetzt und unter Zusatz von Toluol bei 
37° digeriert. Nach 72 stiindiger Digestion wurde das Digerat 
mit 10-cem 1% Trichloressigsiure enteiweisst. Das abgespaltene 
anorganische Phosphat wurde nach Neumann ermittelt. Da 
Natriumglycerophosphat C3H;O2‘OPO3Na2 32,877% P2Q5 enthalt, so 
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entsprechen 10 com 1% Na-glycerophosphats (=0,1g) 32,87 mg 
P20;. Aus 25 ecem 1% Ca-fructo-monophosphats CgH110;;OPO3Ca 
(=0,25 g) liefert 59,56 mg P2O;. 

Die Resultate sind in Tabelle VIIIa und VIIIb niedergelegt. 


TABELLE VIII a. 


Versuche an Chelonia japonica. 


Abgespaltene Menge von P20; aus 
As see Ope Na-glycero- Ca-fructose- 

Pee sane phosphat (0,1 g) monophosphat (0,25 g) 

mg %o mg %o 
Magen 8,49 35,82 7,60 12,76 
Darm 16,27 | 58,62 6,18 10,92 
Leber 1,83 5,56 11,41 19,15 
Pankreas 10,08 30,66 oslo 6,63 
Milz 7,10 21,60 10,14 17,02 
Niere 22,88 69,60 1A 12,92 
Lunge 18,63 56,67 0) 0 
Herz 7,04 21,41 2,34 4,13 
Muskel 1526 3,83 3,00 4,11 


TABELLE VIII b. 


Versuche an Dermochelys Schlegeli. 


Abgespaltene Menge von P2O; aus 
Arten der Organe Na-glycero-phosphat (0,1 g) 

mg % 

Magen 0 0 
Darm 6,27 19,07 
Leber 15,34 46,66 
Pankreas 14,20 43,20 
Milz 22,69 69,02 
Niere 17,14 52,14 


Bei Betrachtung der soeben angefiihrten beiden Tabellen sieht 
man, dass die Phosphatasetatigkeit ungleicher Organe betrichtliche 
Unterschiede aufweist und dass ein und dasselbe Organ beider 
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Arten der Meerschildkr!te nicht gleiche Werte fiir den Gehalt an 
Glycerinphosphatase liefert. Die Reihenfolge der Wirksamkeit der 
Glycerophosphatase scheint fiir die einzemen Organe ungleich zu 
sein wie beziiglich der Fructose-monophosphatase. Es erscheint 
beachtenswert, dass Niere immer sehr kriftig verseifend wirkt. 

Die bei den verschiedenen Versuchen erhaltenen Ergebnisse 
sind in Tabelle IX kurz schematisch verzeichnet. 


TABELLE IX. 


Chel. Chelonia japonica. 
Derm. Dermochelys Schl. 
Arten Fy Arten der ieee < 
der -. 

Fermente Magen| Darm | Leber ieee: Milz | Niere| Lunge | Herz | Muskel 
Amylase: 

Chel. oP + + +H + Sis =f ae fe 

Derm. 8 + + th im aie 
Lipase: 

Chel. 1 + +H ++ a sity 4- + + 

Derm. + + 4 vs & 4p 
Pepsin: 

Chel. + + + ata + + at = = 

Derm. Hh Eh + =e ae aE 
Trypsin: 

Chel. — + + = =f a Be = is 
Dipeptidase : 

Chel. + Se als = ae the = au 3 
Arginase: 

. Chel. — — +h = = zie 

Derm, ei = 4+ + = ete se ge = 
Urease: 

Chel. - + Se -_ = = = s = 
Glycero- 
phosphatase: 

Chel. cir + af ot wt + ++ aU aE 

Derm. - te + + + ++ 
Fructo-mono- 
phosphatase: 

Chel. AD bala eur ++ oF + ip = oF + 
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CHEMIE DER MEERSCHILDKROTEN. 


III. Chemische Untersuchungen des Harns von 
Chelonia japonica Thumb. 


Von 


HIROSHI TANAKA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit 
zu Taihoku. Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 8. Oktober 1942) 


Betrachtet man vergleichend die Zusammensetzung des Harns 
der Wirbeltiere, so zerfallen sie bekanntlich hinsichtlich ihres Stoff- 
wechsels in zwei Kategorien: Bei Fischen, Amphibien und Sauge- 
tieren ist der Harnstoff, bei Vogeln die Harnsiure als das wesent- 
hichste stickstoffhaltige Stoffwechselendprodukt anzusehen. 

Dem frtiher Gesagten zufolge ist man berechtigt, anzunehmen, 
dass innerhalb der ganzen Klasse der Vogel und Schlangen nicht 
Harnstoff, sondern Harnséure der Haupttrager des Stickstoffes in 
ihrem Harn ist. Doch witirde man fehlgehen, wenn man diese 
Tatsache in Bezug auf die ganzen Reptilien verallgemeinern wollte, 
da unsere Kenntnisse hinsichtlich der Exkretionsvorgange bei 
anderen Reptilienklassen noch sehr diirftig und ohne jede feste 
Grundlage sind. 

Wir nahmen daher die Gelegenheit des chemischen Studiums 
der Chelonia japonica (Thumb.) wahr, um uns eine Harnprobe 
dieses Tieres zu beschaffen, und eine genauere Untersuchung aus- 


zuttihren. 


I. Die physikalischen Eigenschaften des Harns von 
Chelonia japonica (Thumb.). 

Wegen der mit der Behandlung des lebenden Tieres ver- 
bundenen Schwierigkeit kénnen die physikalischen Higenschaften 
des Harns der lebenden Tiere nicht untersucht werden. Der Harn 
wurde also immer unmittelbar nach dem Tode aus der Harnblase 
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gvesammelt. 

Der Harn ist diinnfliissig, blass gelbgriinlich, reagiert gegen 
Lackmus fast neutral. Das spezifische Gewicht des. Harns betragt 
1,024. 


II, Chemische Zusammensetzung des Harns. 


Zur Bestimmung der festen Stoffe wurde der Harn bei Wasser- 
badtemperatur zur volligen Trockenheit abgedampft. Die getrock- 
neten festen Stoffe wurden dann verascht. Auf bekannte Weise 
wurden die gegenseitigen Mengenverhaltnisse der wasserloshchen 
und wasserunloslichen Aschenbestandteile festgestellt. 

Die Befunde sind in der nachstehenden Tabelle verzeichnet. 


PABELLE I. 
— SS == ——— SS 
Wasser- Feste Organische | Anorganische Stoste 
seek Sofie Btofe H.0-lésl | H:O-unlésl. 
97,933 2,067 0,378 | 1,674 0,015 


A. ANORGANISCHE STOFFE. 


Der Wasserauszug, worin die in Wasser ldslichen Aschen- 
bestandteile enthalten waren, wurde auf dem Wasserbade eingeengt, 
sem Volumen dureh Autfilllen in einem geeichten Messkolben 
bestimmt, ein aliquoter Teil davon fiir die Bestimmungen der 
eimzelnen Stoffe entnommen und die dabei gefundenen Werte der 
Stoffe auf das Gesamtvolumen des Wasserauszugs ausgerechnet, 

Die in Wasser nieht loslichen Aschenbestandteile wurden in 
verdunnter Salzsiure geldst, mit Wasser auf ein bestimmtes 
Volumen verditinnt. Ein aliquoter Teil davon wurde zu Bestim- 
mungen der alkalischen Erden, der Schwefelsiure und der Phos- 
phorsdure verwendet. Die Mengen der in Rede stehenden Stoffe 
sind zu denjenigen der in Wasserausziigen vorhandenen gleichnam- 
igen Stoffe addiert und der Hinfachheit halber nur ihre Summe 
in Tabelle II eingetragen. 

Zur Bestimmung des Chlors bediente Verf. sich der Methods 
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von Volhard. Die Schwefelsiure wurde durch Salzsiure und 
Bariumchlorid gefallt und als Bariumsulfat abgewogen. Die Phos- 
phorsdure wurde zuerst mit Magnesiamischung in der Kalte gefiallt 
und dann auf bekannte Weise in das Phosphorséuremolybdat iiber- 
gefiihrt, Hierin wurde sodann die Phosphorsaure nach der Vor- 
schrift von Neumann bestimmt. Der Kalk wurde aus einer mit 
essigsaurem Natron versetzten Lésung durch oxalsaures Ammon als 
~oxalsaurer Kalk gefallt; durch starkes Gliihen in Atzkalk iiber- 
geftthrt und dann gewogen. Aus der vom Calciumoxalat abfiltrier- 
ten Lésung fallte man das Magnesium durch Ubersittigung mit 
Atzammoniak als phosphorsaure Ammonmagnesia aus, verwandelte 
die letztere auf die tibliche Weise durch Glithen in pyrophosphor- 
saure Magnesia und berechnete daraus die Magnesia. Zur Bestim- 
mung des Kaliums und des Natriums wurden die beiden Alkalien 
nach moglichster Entfernung der anderen Aschenbestandteile in 
Chloride tibergefiihrt, als solehe gewogen und dann das Kalium als 
Kaliumplatinchlorid bestimmt. Dureh Subtraktion des Chlor- 
kaliums von dem vorher gefundenen Gewichte der Summe der 
beiden Chloralkalien wurde die Menge des Chlornatriums gefunden. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle II enthalten. 


TABELLE IT. 


Menge des Harns 100,0 g 
Gesamtasche (g) 1,6890 
K20 0,0566 
Na:O 1,5966 
CaO 0,0031 
MgO 0,0268 
Cl ON TAL 
SO, 0,1845 
P20; 0,0107 


Aus den Versuchsresultaten geht hervor, dass die Menge des 
Natriums betrichtlich gross ist und der Hauptteil desselben als 
Kochsalz und zum Teil als Sulfat gebunden ist. 


316 H. Tanaka. 


B. ORGANISCHE BESTANDTEILE. 


Der Gesamtstickstoff wurde einfach nach dem Kjeldahlschen 
Verfahren ermittelt. Der Prozentgehalt desselben ist im Vergleich 
zu anderen Tieren sehr klein. Hs betragt 0,157%. 

Ich bemiihte mich vergebens, aus dem Harn den Harnstoff 
und die Harnsaure krystallinisch zu erhalten. Nach den aus 
Mangel an Material nicht ganz vollstandigen chemischen Versuchen 
halte ich es fiir wahrscheinlich, dass der Harnstoff nicht zu fehlen 
scheint und doch wenigstens zum Teil durch Harnsaure vertreten 
ist. 

Zur Bestimmung des Kreatinins und des Kreatins wurde das 
kolorimetrische Verfahren von Folin und Denis angewendet. Es 
kann wohl keinem Zweifel unterliegen, dass bei Chelonia japonica 
nicht das Kreatinin, sondern das Kreatin fiir den Exkretionsstoff 
zu gelten habe. Das Kreatin betragt, als Kreatinin berechnet, in 
100,0 cem Harn 22,3 mg, wahrend das Kreatinin in 20,0 cem Harn 
nicht nachweisbar ist. 

Es ist eine biologisch interessante Wahrnehmung, dass der 
Hiweissabbau im Organismus eines kaltbliitigen Wassertieres, der 
Meerschildkrote, zu demselben Endprodukte zu fiihren scheint, wie 
der Stoffwechsel eines Vogels. 

Genauere Untersuchungen miissen fortgesetzt werden. 
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CHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN DER SCHMERLEN 
(MISGURNUS ANGUILLICANDATUS CANTOR). 


Von 


YASUSHI MARUSHIMA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit 
eu Taihoku. Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Hingegangen am &. Oktober 1942) 


Die steigende Beachtung, die in letzter Zeit die tierischen 
Hiweiss- und Fettstoffe in der Frage der Volksernahrung erfuhren, 
less eine systematische chemische Untersuchung der Fische und 
Muscheln, speziell der fiir Landleute besonders wichtigen Siiss- 
wassertiere von grundsatzlichem Interesse erscheinen. 

Obwohl die Schmerlen so allgemein den japanischen Speisen 
einen beliebten Nutzen leisten, ist bis jetzt keine genaue Mitteilung 
uber den Nahrwert dieses Tieres erschienen, desgleichen sind keine 
eingehenden Studien iiber die chemischen Higenschaften und die 
chemischen Korperbestandteile angestellt worden. 

Es war die Absicht des Verfassers, neben einigen quantitativen 
Untersuchungen in vorliegenden Studien speziell den basischen 
Anteilen der Extraktivstoffe seine Aufmerksamkeit zu schenken. 


I. Uber die N-haltigen Extraktivstoffe von 
Schmerlenmuskeln. 

Als mein Ausgangsmaterial benutzte ich 51,15 kg Schmerlen- 
muskel, die mit 200 Liter kochendem Wasser extrahiert wurden, 
wobei man jedesmal die Fliissigkeit durch ein Tuch gepresst hat. 
Die vereinigten Ausziige wurden nach der Hitzekoagulation mit 
Tannin gefallt. Man setzt dem Filtrat so lange Bleiessig hinzu, als 
noch ein Niedersehlag entstand. Nach dem Hntbleien des Filtrates 
mit Schwefelwasserstoff wurde die Fliissigkeit stark eingeengt. Es 
krystallisierte sehr bald und nach Absaugen der Krystalle und 
erneutem Hinengen schieden sich nochmals die gleichen Krystalle 


317 


318 Y. Marushima: 


aus. Dieses Verfahren wurde wiederholt und der Erfolg war, dass 
zusammen 91g fast reines Kreatin zur Abscheidung kamen. 

Das Filtrat des Kreatins wurde eingeengt und in 5 proz. 
schwefelsaurer Lésung mit 10 proz. HgSO,4-Losung gefallt. 


A. QUECKSILBERSULFATFALLUNG. 


Die Quecksilbersulfatfallung wurde mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt und die vom Quecksilbersulfid abfiltrierte Fliissigkeit mit 
Baryt behandelt. Hat man den Barytiiberschuss mit Kohlensaure 
beseitigt und das Filtrat stark eingeengt, so scheiden sich daraus 
17,5 g Kreatinin aus. 

Die Mutterlauge des freien Kreatinins wurde eingeengt und 
alkoholische Pikrinsdurelésung zugefiigt, bis sie eine krystallinische 
Masse des Kreatininpikrates lieferte (1,2 ¢). 

Das Filtrat des Kreatininpikrates wurde mit Schwefelsaure 
angesauert und mit Ather extrahiert. Der von Pikrinsiure be- 
freiten schwefelsauren Losung wurde dann Baryt zugesetzt, der 
Baryttiberschuss durch Kohlensaéure beseitigt; die regenerierte 
Basenlésung wurde bis zu Sirupkonsistenz eingeengt und unter 
Zusatz von Alkohol stark abgektihlt. Die ausgeschiedene feine 
Krystallmasse schmolz bei 262-267° (unkorr.). Sie zeigten eine 
deutliche Paulysche Diazoreaktion. 

Hat man die Krystallmasse in wenig Wasser gelost und mit 
alkoholischer Pikrolonsdéurelésung versetzt, so wurde sie in 
Pikrolonat tibergeftihrt, das bei 163° sechmolz und _ folgende 
Analysenzahlen ergab: 

2,545 mg Subst.: 0,446 cem Nz (14°, 763 mm). 
Ber. ftir CoHiusNsOs'CioHsNsO5+2H20: N 21,29% 
Gefunden: 20,93 » 


Hat man das Pikrolonat in vacuo bei 130° getrocknet, so zeigt 
die Substanz folgende Analysenwerte: 


8,000 mg Subst.: 0,588 cem No (27°, 767 mm). 
Ber, fiir CoHuNiOs-CroHsNiO5: N 22,85% 
Gefunden : 22,51 » 


Auf Grund der Analyse und des Schmelzpunktes wird die 
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Substanz als mit Carnosinpikrolonat identisch angenommen. 

Das Filtrat der feinen Krystallmasse vom Schmelzpunkt 262- 
267° wurde mit alkoholischer Pikrolonsiurelésung versetzt, wobei 
sich eine Fallung ergab, die nach dem Umkrystallisieren bei 229- 
231° schmolz und die fiir Histidinpikrolonat stimmenden Analysen- 
werte leferte. Es wurden im ganzen etwa 1,1¢ dieses Salzes 
erhalten. 


3,420 mg Subst.: 5,660 mg COs, 1,325 mg HO. 
4,910 mg Subst.: 0,989 com Ne (24°, 759 mm). 


Ber. fiir CsHoNsOs‘GiwHsN:0;: Gefunden: 
C 45,82% 45,21% 
H 4,06 4,30» 
N 23,39 » 23,12 » 
Pikronsiure 63,01 ” 62,45 ” 


B. Das Fivrrar prER QUECKSILBERSULFATFALLUNG. 


Um das Quecksilber und die Schwefelsdure in dem Filtrat der 
Quecksilbersulfatfallung zu beseitigen, habe ich das Filtrat mit 
Schwefelwasserstoff und dann mit Bariumhydroxyd behandelt. Die 
eingeengte Lésung wurde bei schwefelsaurer Reaktion der Fallung 
mit Phosphorwolframséure unterzogen. Die Phosphorwolfram- 
saurefallung wurde mit Baryt zersetzt, der tberschiissige Baryt 
mit Kohlenséure beseitigt und so eine freie Losung von kohlen- 
sauren Basen erhalten. Nach starkem Einengen der Léosung 
schieden sich reichliche Kristalle aus, die sich nach den chemischen 
Higenschaften und Analysen mit dem Kreatinin identisch erwiesen. 
Im ganzen wurden 19,0 ¢ des freien Kreatinins erhalten. 

Die vom Kreatinin abfiltrierte Basenlésung wurde dann in 
gewohnter Weise in eine Histidin-, Arginin- und Lysinfraktion 
aufgeteilt. 

1) Histidin-Fraktion. Die Silberfallung wurde mit ver- 
diinnter Schwefelsdéure versetzt und durch Schwefelwasserstoff zer- 
setzt. Die vom Silbersulfid nebst Bariumsulfat abfiltrierte und 
durch Eimdampfen vom Schwefelwasserstoff befreite Fliissigkeit 
wurde mit Barytwasser von Schwefelsiure und durch Kohlensaure 
vom Uberschuss des Baryts befreit und zur Trockenheit einge- 
dampft. Der Riickstand wurde in siedendem Wasser aufgenommen, 
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vom Bariumearbonat abfiltriert und mit einer alkoholischen Losung 
von Pikrolonsiure versetzt. Am anderen Tage hatten sich hellgelbe 
Krystallnadeln abgeschieden, welche scharf abgesaugt und mit 
kaltem Wasser gewaschen, nach dem Trocknen 0,6g wogen. Der 
Kérper schmolz bei 232° unter Zersetzung. Die Analysen ergaben 
das Vorhandensein von Histidin-pikrolonat. 


4,055 mg Subst.: 6,695 mg COs, 1,420 mg HO. 
2,710 mg Subst.: 0,558 cem Ne (32°, 766 mm). 


Ber. fiir CoH»N:02:CioHsN:O5: Gefunden: 
C 45,82% 45,03 % 
H 4,06 ” 3,92 ” 
N 23,39 ” 23,23 ” 


Zur Bestimmung der Pikrolonsaure und zugleich zum Nach- 
weis von Histidin mit einer charakteristischen Farbenreaktion 
wurde das gewogene Pikrolonat in Wasser gelést, mit Schwefel- 
sdure zerleet und dann mit Ather extrahiert. Der Atherextrakt 
wurde abgedampft und gewogen. 


Ber. fiir CeHoN302CioHsN,O;: Gefunden: 
Pikronsaiure 63,01% 63,48% 


Die von Pikrolonsdaure befreite wasserige Losung zeigt eine 
intensive Paulysche Diazoreaktion. Somit kann an dem Vor- 
kommen des Histidins in Schmerlenmuskeln nicht gezweifelt 
werden. 

2) Arginin-Fraktion. Die Silberverbindungen dieser Frak- 
tion wurde in verdiinnter Schwefelsdéure verriihrt, mit Schwefel- 
wasserstoff vom Silber und mit Barytwasser unter genauer Aus- 
fallung von der Schwefelsiure wieder befreit. Nachdem der iiber- 
schiissige Baryt mit Kohlenséure ausgefallt war, wurde das Filtrat 
mit alkoholischer Pikrinséurelésung versetzt. Dabei schieden sich 
1,10 g des Kreatininpikrates aus, die bei 212° schmolzen. 

Wenn das Filtrat des Kreatininpikrates mit Schwefelsiure 
angesiuert, die Pikrinsiure mit Ather extrahiert, die Schwefelsiure 
mit Baryt entfernt und die regenerierte Lésung mit Pikrolonsiure 
versetzt wurde, so schieden sich 0,2 g eines Pikrolonates aus, das 
nach Umkrystallisieren bei 236° schmolz. Hs ergab folgende 


Chemische Untersuchungen der Schmerlen. 321 


Analysendaten : 


3,700 mg Subst.: 5,720 mg COs, 1,820 mg H.0O. 
2,660 mg Subst.: 0,558 cem Ne (25°, 766 mm). 
Ber. fiir CeHisNsO2CioHsN,O;+ H2O (d-Argininpikrolonat) : 
C 42,08% H 5,80% N 24,56% 
Gefunden: 42,16 » 5,50 ” 24,22 


Zur Bestimmung der Pikrolonsiure wurde das gewogene 
Pikrolonat mit Schwefelsiure zerlegt und mit Ather extrahiert. 
Der Atherextrakt wurde abgedampft und gewogen. Es ergab 57,25 
Pikrolonsadure, statt der berechneten 57,88. Die wiasserige Losung 
zeigt eine starke Sakaguchi’s Farbenreaktion. 

Die Ergebnisse der Analyse und der Farbenreaktion stimmen 
mit denen des d-Arginins gut tiberein. 

3) lLysin-Fraktion. Das Filtrat der Silber-Baryt-Fallung 
wurde mit Schwefelsdure angesiuert, durch Schwefelwasserstoff 
vom Silber befreit, filtriert vom Silbersulfidniederschlag, mit 
Schwefelséiure bis zu einem Gehalt von 5 proz. versetzt und mit 
Phosphorwolframsaure ausgefallt. Diese Fallung wurde dann mit 
Barytwasser zerlegt, das Filtrat durch Kohlenséure vom Baryt 
befreit, bis zur Trockenheit eingedampft, mit Wasser aufgenommen 
und filtriert. Man fiigte dieser Losung solange kleine Portionen 
alkoholischer Pikrinsdéurelosung zu, als noch feuchtes Lackmus- 
papier nicht gerdtet wurde. Hs schieden sich zuniachst 0,4¢ 
Kreatininpikrat aus. Beim Einengen des Filtrates bekam man 
noch 0,3g des Pikrates, das keine Kreatininreaktion ergab und 
bei 226° schmolz. 

Das Pikrat ergab die folgenden Analysendaten : 


4,055 mg Subst.: 5,330 mg COs, 1,275 mg H.O. 
2,720 mg Subst.: 0,467 cem No (24°, 757 mm). 


Ber. fiir CsHisNo:(CeHsNzO7) 2: Gefunden: 
C 36,42% -35,85% 
H 3,09 ” 3,52 ” 
N 19,99 » 19,65 


Aus den Analysendaten geht hervor, dass die Substanz aus 
Cadaverindipikrat bestand, 
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Wenn man das Filtrat des oben geschilderten Pikrates voll- 
stindig auskrystallisieren liess, blieb eine harzige Masse zurtick, 
die indessen allen Versuchen, zu einem krystallinischen Korper 
So wurde die harzige Masse unter 
Anwendung von Salzsiiure und Ather in einen Sirup von Chloriden 
verwandelt, die man mit alkoholischer Platinchloridchlorwasser- 
So erhielt man nach dem Umkrystallisieren der 
Fallung ein schénes Chloroplatinat in einer Menge von 0,9 g, 


zu gelangen, hartnackig trotzte. 


stoffsaure fallte. 


welches bei 251° schmolz. 
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4,825 mg Subst.: 0,193 cem Ne (31°, 761 mm). 
0,0388 g Subst.: 0,116 g Pt. 
Ber. fiir (CsHi1NO2)2*HePtCls: 


Es unterliegt kaum einem Zweifel, dass die hier erhaltene Sub- 


N 
Pt 


4,35% 
30,27 » 


stanz mit dem Betain identisch ist. 


TABELLE I. 


Gefunden: 
4,50% 
29,89 » 


Aus 51,15 kg frischen Schmerlenmuskeln 


Freie Ausbeute als 
draktion Sstotte | oder | S8mp. | acristattine| 4 
Salva Roem freie Subst. 
ee Kreatin frei 91,0g 91,0g 
ésung 
HgSO,-Fallung Kreatinin frei 17,5¢ 
HeS0O.-Fallung ” Pikrat 2197 1,8¢ 
Filtrat der 
HgS0O,-Fallung ” frei 19,0¢ 37,6¢ 
(PWS-Fallung) 
Arginin-Fr, ” Pikrat 212° llg 
Lysin-Fr. ” Pikrat 212" 0,4¢ J 
HgS0.-Fallung Histidin Pikrolonat | 231° ap llfee 
Histidin-Fr. ” Pikrolonat | 232° 0,6g \ 0,63g 
Arginin-Fyr, Arginin Pikrolonat 236° 0,2¢ 0,084¢ 
Lysin-Fr. Betain Platinat oi 0,9¢ 0,327¢ 
HgSO,;-Fallung Carnosin frei 262° 0,5¢ 0,5¢ 
Lysin-Fr. Cadaverin | Dipikrat 226° 0,3¢ 0,146¢ 


en 
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Somit ist das Vorkommen von Kreatin, Kreatinin, Histidin, 
Arginin und Betain im Schmerlenmuskel erwiesen. Ausserdem 
wurden noch zwei Verbindungen isoliert. Eine Verbindung 
schmilzt bei 262-267°, zeigt Paulysche Diazoreaktion und hat 
eine summarische Formel von Carnosin. Die andere wurde in der 
Lysin-Fraktion als Pikrat isoliert, dessen Analysendaten mit denen 

. des Cadaverin-dipikrat iibereinstimmen. 

Die Gesamtmenge der aus Schmerlenmuskeln krystallinisch 
rein isolierten Extraktivstoffe ist in Tabelle I zusammengestellt. 

Der tatsachliche Gehalt an den erwahnten Koérpern in dem 
Muskelgewebe von Schmerlen ist sicherlich wesentlich grésser. 


II. Mineralbestandteile der Schmerleneier. 


Hinsichtlich der Mineralbestandteile des Hies hat man im 
hiesigen Institut bei Vogel-, Reptilien-, Amphibien-, Cephalopoden-, 
Gastropoden- und Ameiseneiern (1929-1941) einerseits eine merk- 
wiirdige Ahnlichkeit beobachtet, wihrend andererseit seine auf- 
fallende Artspezifitat festgestellt wurde. So z. B. ist der Gehalt 
der Schlangeneier an Kalk und Phosphor betrachtlich gross. Auch 
ist das Quantum der Alkalimetalle des Ameiseneies im Vergleich 
zu anderen Tierarten prozentual etwa zwanzigfach so gross. 

Um einen Beitrag zur Kenntnis der Mineralbestandteile des 
Eies von Siisswassertieren zu liefern, wurde im Anschluss an die 
bereits erwahnten Beobachtungen bei verschiedenen Tierarten der 
Versuch unternommen, die anorganischen Bestandteile im Schmer- 
lenei festzustellen. 

25,355 ¢@ frische Schmerleneier wurden nach Zerkleinerung 
zunichst im Trockenschrank, dann im Exsiccator vollig getrocknet 
und auf bekannte Weise verascht. 

Der Wasserauszug, worin nur die in Wasser loslichen Aschen- 
bestandteile enthalten waren, wurde auf dem Wasserbade eingeengt, 
sein Volumen durch <Auffiillen in einem geeichten Messkolben 
bestimmt, ein aliquoter Teil davon fiir die Bestimmungen der 
einzelnen Stoffe entnommen und die dabei gefundenen Werte der 
Stoffe auf das Gesamtvolumen des Wasserauszugs ausgerechnet. 

Die in Wasser nicht loslichen Aschenbestandteile loste man in 
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verdiinnter Salzsiure, verdiinnte mit Wasser auf ein bestimmtes 
Volumen und verwendete einen aliquoten Teil zu Bestimmungen 
der alkalischen Erden, der Schwefelséure und der Phosphorsaure. 
Die Mengen der in Rede stehenden Stoffe sind zu denjenigen der 
in Wasserausziigen vorhandenen gleichnamigen Stoffe addiert und 
der Einfachheit halber nur ihre Summe in folgender Tabelle ein- 
getragen. Der in Salzséure nicht lésliche Riickstand wurde nach 
dem Verfahren von Gonnermann (1917) auf Kieselsdure ver- 
arbeitet. 

Zur Bestimmung des Chlors wurde die Volhardschen Methode 
angewendet. Die Schwefelsiure wurde durch Salzsdure und 
Bariumehlorid gefallt und als Bariumsulfat abgewogen. Die Phos- 
phorséure wurde zuerst mit Magnesiamischung in der Kalte gefallt 
und dann auf bekannte Weise in das Phosphorsdauremolybdat tiber- 
gefiihrt. Hierin wurde sodann die Phosphorséure nach der Vor- 
schrift von Neumann titrimetrisch bestimmt. Der Kalk wurde 
aus einer mit essigsaurem Natron versetzten Losung durch oxal- 
saures Ammon als oxalsaurer Kalk gefallt, durch starkes Gliihen 
in Atzkalk tibergefiihrt und dann gewogen. Aus der vom Calcium- 
oxalat abfiltrierten Lésung fallte man das Magnesium durch Uber- 
sittigung mit’ Atzammoniak als phosphorsaure Ammonmagnesia 
aus, verwandelte die letztere auf die tibliche Weise durch Gliihen 


TABELLE II. 


Menge d. verwendeten Materials 25,355 g 
Menge der Trockensubstanz 6,397 g 25,23% 
Aschenbestandteile: ing % a. Trockensubst. 
Na.O 0,003 0,046 
K:.O0 0,005 0,078 
CaO 0,027 0,422 
MgO 0,033 0,515 
Cl 0,034 0,531 
HeSO, 0,030 0,469 
PsOs 0,312 4,877 


Si02 0,007 0,109 
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in pyrophosphorsaure Magnesia und berechnete daraus die 
Magnesia. Zur Bestimmung des Kaliums und des Natriums wurden 
die beiden Alkalien nach méglichster Entfernung der anderen 
Aschenbestandteile in Chloride iibergefiihrt, als solche gewogen und 
dann das Kalium als Kaliumplatinchlorid bestimmt. Durch Sub- 
traktion des Chlorkaliums von dem vorher gefundenen Gewichte 
der Summe der Chloralkalien wurde die Menge des Chlornatriums 
gefunden. 

Die quantitative Zusammensetzung der einzelnen anorganischen 
Bestandteile lasst sich aus Tabelle II ersehen. 

Aus der Tabelle geht hervor, dass die Phosphorsaéure iiber- 
wiegend darin vertreten ist. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Unter den stickstoffhaltigen Extraktivstoffen des Schmer- 
lenmuskels steht das Kreatin im Vordergrunde. Das Kreatinin, 
das in frischen, ruhenden Muskeln hoéherer Tiere nur in kleineren 
Mengen vorkommt, tritt bei Schmerlen in groésseren Quantititen 
auf. 

2. Interessanterweise kommen zwei Hexonbasen (Histidin 
und Arginin) unter den Muskelextraktivstoffen in freiem Zustande 
vor. 

3. Das Betain, das im Fischfleisch schon von Kutscher 
(1909) aufgefunden wurde, wurde gleichfalls aus Schmerlen- 
muskeln erhalten. 

4. In den Schmerlenmuskeln finden sich kleine Quantititen 
(0,001 Proz.) von Carnosin, das nach der ersten Untersuchung von 
Gulewitsch und Amiradzibi (1900) bei Séugetieren mit dem 
Kreatin zu den wichtigsten Muskelbestandteilen gehort. 

5. Eine kleine Menge von Cadaverin wurde als Chloroplatinat 
isoliert. Jedoch konnte nicht ausgeschlossen werden, dass etwa ein 
Teil desselben der postmortalen Einwirkung von Bakterien auf 
Lysin seine Entstehung verdankte. 

6. Einzelne Mineralbestandteile der Schmerleneier wurden 
quantitativ ermittelt. Nach meiner Untersuchung steht der Phos- 
phor im Vordergrunde, dann kommen Magnesium und Chlor. 


Y. Marushima 
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Stellt man die Aschenbestandteile in Eiern von verschiedenen 
Tierarten einander gegeniiber, so findet sich ein auffallender Hoch- 
gehalt des Phosphors einerseits in Schmerleneiern und andererseits 
in Schlangeneiern. Tabelle III zeigt den Vergleich. 
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CHEMIE DES MALARIAHARNS. 
Von 


YASUSHI MARUSHIMA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat 
zw Taihoku. Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 8. Oktober 1942) 


Nachdem Arnold(1909) zuerst das Vorkommen von Nephroro- 
sein im Harn der Scharlachkranken beobachtet hatte, konnte M. 
Tomita (1940) dasselbe im Malariaharn nachweisen und er machte 
darauf aufmerksam, dass das Verschwinden dieser Verbindung im 
Harn einen sicheren Massstab des Heilungsbeweises dieser Krank- 
heit vorstellt. 

Aus dem Spektrumbild scheint das Nephrorosein eine durch 
Ringsprengung des Porphyrins im Himoglobinkern entstandene 
Tetrapyrrenverbindung zu sein. Ist demnach die Hamoglobinzer- 
setzung und nachtragliche Nephroroseinbildung vermutet, so wer- 
den sie noch wahrscheinlicher durch Isolierung irgendeines 
Spaltungsprodukte des Blutfarbstoffes in einer krystallisierten und 
analysierbaren Form, sei es als Chromogen oder als Bruchstiicke 
des Globins. 

Von diesem Gesichtspunkte aus habe ich eine Reihe von 
Harnanalysen bei Malaria angestellt, hierbei wurde die Priifung 
zuerst auf Antoxyproteinséure, Oxyproteinsaure und Hexonbasen 
gerichtet. 

Dureh die Freundlichkeit von Herrn Dr. N. Okumura in 
hiesiger psychiatrischer Klinik gelangte ein grosses Quantum von 
Malariaharn in meinen Besitz, den die mit Malaria tertiana zu 
Kurzwecken infizierten Patienten von progressiver Paralyse beim 
Fieberanfall gelassen hatten. 


EXPERIMENTELLE BELEGE. 


Der frisch gelassene Malariaharn, dessen Nephroroseinreaktion 
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nach Tomita stark positiv ausfallt, wurde gesammelt. 59,1 Liter 
desselben wurden mit Essigsiure schwach angesauert, auf dem 
Wasserbade bis zu diinnem Sirup eingedampft und solange mit 
Bleiessig versetzt, bis keine Fallung mehr auftrat. Das Filtrat 
wurde mit verdiinnter Schwefelsiure angesduert, das Filtrat vom 
Bleisulfat in vacuo eingeengt und mit kaltgesattigtem Barytwasser 
versetzt. Nach der Beseitigung des tiberschiissigen Baryts durch 
COs wurde die Lésung unter vermindertem Druck stark eingeengt 
und tropfenweise in absoluten Alkohol eingegossen. Die Alkohol- 
fallung wurde zur Trennung der Antoxyproteinsaure und Oxy- 
proteinsdure benutzt und das Filtrat zam Zwecke der Hexonbasen- 


untersuchung reserviert. 


I. TRENNUNG DER ANTOXYPROTEINSAURE. 


Die Alkoholfallung wurde in Wasser gelost, vom Barium durch 
verdiinute Schwefelsdure befreit, mit 20proz. Quecksilberacetat ver- 
setzt; es entstand ein weisser Niederschlag. Diese Niederschlage 
wurden in Wasser aufgeschwemmt und mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt. Aus der von Quecksilbersulfid abfiltrierten Losung wurden 
anorganische Salze nach starkem Einengen der Losung durch 
Eingiessen in absoluten Alkohol gefallt. Unter Zusatz von 
Schwefelsaure wurde das alkoholische Filtrat unter vermindertem 
Druck eingedampft, um die darin enthaltene Essigsdure zu ver- 
Jagen. Der Sirup wurde in Wasser gelést, mit Barytwasser 
gesdttigt und in vacuo eingedampft. Diese Behandlung hat man 
wiederholt, damit das Ammoniak vollstindig vertrieben wurde. 
Nach der Beseitigung des Barytiiberschusses mit Kohlensdure, sowie 
dem Einengen der Fliissigkeit in vacuo bis zu Sirup wurde die 
Antoxyproteinsiure durch Hingiessen in absoluten Alkohol als 
Bariumsalz gefallt. Weitere Reinigung der Antoxyproteinsiure 
wurde nach dem Verfahren von Bondzinski (1905) ausgefiihrt. 
Die Gesamtausbeute an Bariumsalz dieser Saiure betrug 18,7 ¢. 

0,1948 ¢ Substanz, verbrannt nach Kjeldahl, verbrauchten 
19,3 cem n/10-H2SO4, entsprechend 0,0270 g N=13,87% N. 

Durch diese Analysenzahl sowie ihre Higenschaften kann die 
Substanz als antoxyproteinsaures Barium angenommen werden. 
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z II. TRENNUNG DER OXYPROTEINSAURE. 


Nach der Abtrennung der Antoxyproteinséure mit Queck- 
silberacetat wurde die Losung mit Natriumcarbonatlisung so lange 
versetzt, bis kein Niederschlag mehr ausfiel, Der abgesaugte 
Niederschlag wurde in Wasser suspendiert und unter Durchleitung 

von Schwefelwasserstoff zerleet, das Filtrat vom Quecksilbersulfid 

unter vermindertem Druck zu Sirup eingedampft und dann mit 
absolutem Alkohol versetzt, um anorganische Salze zu beseitigen. 
Nach Entfernung der Essigsiure durch wiederholtes Abdampfen 
mit Schwefelsiure wurde der Riickstand in Wasser gelést und mit 
Barytwasser tibersattigt. Das Filtrat von Bariumsulfat wurde 
dann mit Kohlenséiure behandelt. Nun wurde das Filtrat vom 
Bariumearbonat stark eingeengt und in absoluten Alkohol ein- 
gegossen. Dabei fielen weisse Niederschlage aus. Durch wieder- 
holtes Auflésen in Wasser und Umfallen mit Alkohol wurde das 
Bariumsalz gereinigt. Die Ausbeute betrug 11,1 ¢. 

0,4832 ¢ Bariumsalz gaben 0,2556 g BaSO4,=0,1508 g¢ Ba, ent- 
sprechend 31,20% Ba. 

0,5456 @ Substanz, verbrannt nach Kjeldahl, verbrauchten 
38,1 eem n/10-H2SOx4, entsprechend 0,0533 g N=9,77% N. 

Diese Verbindung zeigt weder Ehrlichsche Diazoreaktion 
noch eine Biuretreaktion. 

Die Analysenzahlen und Higenschaften dieser Substanz 
stimmen mit denen der Oxyproteinsiure von Bondzinski (1905) 


gut tberein. 


Ill. Isoumrune DER HEXONBASEN. 


Das oben beschriebene Filtrat der Alkoholfallung (1) und das 
Filtrat des Quecksilbersalzes der Oxyproteinsiure wurden vereinigt, 
das geléste Quecksilber mit Schwefelwasserstoff beseitigt und das 
Filtrat vom Quecksilbersulfid unter vermindertem Druck stark 
eingeengt. Dabei fielen reichliche anorganische Niederschlage aus. 
Das von anorganischen Salzen moglichst befreite Filtrat wurde 
eingedampft, der Riickstand in 5% H.SO,4 gelost und mit Phos- 
phorwolframsiaure gefallt. 
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Die Phosphorwolframsaure-Fallung wurde mit Baryt zerlegt 
und die frei gewordenen Hexonbasen nach dem Vorschlag von 
Kossel u. Kutscher (1900) fiir die quantitative Bestimmung 
aufgearbeitet. 


Es ergab sich: 
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Analyse: 


a) Histidinpikrolonat. 
2,237 mg Subst.: 0,451 cem Ne (27°, 760 mm) 
Ber. fiir CsH»NsO2CioHsNiO3: N 23,39 
Gefunden: 22,91 
b) Argininpikrolonat. 
2,665 mg Subst.: 0,534 cem N2 (14°, 767 mm) 
Ber. fiir CoHisNsOo-CioHsNiO; + H2O: N 24,56 
Gefunden: 24,05 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Es wurde eine quantitative Bestimmung jener Stickstoff-Frak- 
tion des Malariaharns ausgearbeitet, welche die Gruppen von 
Antoxyproteinsdure, Oxyproteinsdure und Hexonbasen umfassen. 

Der Vergleich der Mengenverhialtnisse dieser Verbindungen im 
Harn bei Malaria und anderen akuten Infektionskrankheiten ergab 
folgendes: 


TABELLE I. 
Rnthaltene In 1 Liter Harn von 
Substanz . 
Malaria Typus Scharlach Masern 
Antoxyproteinsaure 0,2200¢ 1,7300¢ 0,7400¢ 0,6800¢ 
Oxyproteinsdure 0,1300 91,3500 0,1100 . 0,4400 
Histidin 0,0007 0,0002 0,0020 0,0004 
Arginin 0,0005 0,0080 0,0080 0,0220 
Lysin Spur 0,0130 0,0250 0,0300 
Uniorsucher M: : Sendju Nakayama Nakayama 
PHELAN AES (1934) (1934) 


Chemie des Malariaharns. Doe 


Wie ein Blick auf die Tabelle lehrt, ist die Steigerung der 
Antoxyproteinsiuremenge viel unbetrachtlicher als bei anderen 
Diazoharnen. 

Das Histidin im Malariaharn iiberwiegt seiner Menge nach die 
Menge samtlicher anderer Hexonbasen. Das Lysin war nur spur- 
weise nachweisbar. Bei anderen Infektionskrankheiten (Typhus, 
-Scharlach, Masern) fanden sich hinsichtlich der Gréssenordnung 
der Hexonbasen ganz andere Verhiiltnisse. Das Lysin scheidet sich 
dabei am reichlichsten aus, es stiee bis auf 0,003%. 

Man konnte sich also versucht fiihlen, eine pathologische 
Veranderung der Harnbestandteile bei Malaria im Gegensatz zu 
anderen akuten Infektionskrankheiten nicht bloss auf eine 
Gesamteiweisszersetzung, sondern vielmehr auf Erythrocytenzerfall 
zurickzufiihren, wenn einer solehen Auffassung nicht Bedenken 
entgegenstehen wiirden. 

Das eine derselben bezieht sich auf das Untersuchungsmaterial. 
Bei obigen Untersuchungen wurde das Material ausschliesslich von 
den Patienten von progressiver Paralyse geliefert, die an Malaria 
tertiana litten. 

Wir miissen also weiter die Harnanalyse einerseits bei pro- 
eressiver Paralyse und andererseits bei einfacher Malaria anstellen. 
Chemische Untersuchungen, aus dem Amylalkoholextrakte des mit 
Salpetersiure angesduerten Malariaharns, der die ein typisches 
Spektrumbild des Nephroroseins erzeugende Substanz enthalt, das 
Nephrorosein oder seine Derivate in krystallinischer Form zu 
isolieren, sind auch unerlasshch. 

Diesbeziigliche Versuche sind schon im Gange. 
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UBER DAS AUFTRETEN DER MILCHSAURE IM 
HARN NACH DEM KARDIAZOLKRAMPF. 


Von 


HIROYUKI IMAMURA unp SHUN WAKESHIMA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut und der psychiatrischen 
Klinik der Universitat zu Taihoku.) 


(Hingegangen am 8. Oktober 1942) 


Vor mehreren Jahren haben K. Inouye und T. Saiki (1902) 
die Untersuchungen tiber die Beschaffenheit des nach dem epilepti- 
schen Anfall entleerten Harns ausgefiihrt und gefunden, dass eine 
Milchsaureausscheidung dabei stattfindet. Nach diesem Befund 
vermuteten sie, dass die Ausscheidung der Milchsaéure eine direkte 
notwendige Folge des Sauerstoffmangels sei. 

Da die starken Krampfe stets eine Veranlassung zur Ent- 
stehung allgemeinen Sauerstoffmangels geben, so kann man mit 
vollem Rechte das Vorkommen der Milchséure im Harn erwarten, 
der nach den durch verschiedene Momente hervorgerufenen 
Krampfen gelassen wird. 

Wir waren im, Stande, eine reichliche Menge des Harns zu 
bekommen, der in den nachsten Stunden nach starkem Kardiazol- 
krampf gelassen wurde, und es gelang uns, Rechtsmilchsdure aus 
dem Harn zu isolieren. 

66 Liter des nach dem Kardiazolkrampf entleerten Harns 
wurden zu Sirup eingedampft und mit einem 10 fachen Volumen 
95 proz. Alkohol vermischt. Nach 24 stiindigem Stehenlassen 
wurde die Lésung abfiltriert, das Filtrat verdunstet und der Riick- 
stand mit absolutem Alkohol erschopft. Von dieser Lésung wurde 
nun der Alkohol abdestilliert, der Riickstand in wenig Wasser auf- 
genommen und unter Zusatz von Schwefelsaure 72 Stunden lang 
im Extraktionsapparat mit Ather extrahiert. Der Atherauszug 
wurde mit gegliihtem Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Der 
Ather wurde abdestilliert, der Riickstand in wenig Wasser gelést, 
eine Stunde auf dem Wasserbade mit Bleicarbonat erhitzt, filtriert 
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und das Filtrat mit Schwefelwasserstoff behandelt. Man engte 
dann die von Schwefelblei abfiltrierte Flissigkeit stark ein, um 
den gelésten Schwefelwasserstoff zu vertreiben. Durch Kochen der 
eingeengten Fliissigkeit mit Zinkearbonat wurden 2,5 g Zinklaktat 


erhalten. 


0,2099 g Substanz verloren bei 110° 0,0271 g Gewicht, 
3,225 mg Substanz gaben 3,050 mg CO» und 1,485 mg H:0O, 


220 


3,893 mg Substanz gaben 3,670 mg COs und 1,780 mg H:0. 


Berechnet fiir (Cs3H;O;)2Zn+2H:20: Gefunden: 
C 25,76% 25,78% 
25,71» 
H 5,05 » 5,11” 
5,07 
H.0 12,88 » 12,91» 


Fiir die optischen Bestimmungen wurden 0,1770¢ lufttr. 
Zinksalz in Wasser gelést und auf 10 ccm aufgeftllt. Drehte bei 
20° und Natriumlicht im 1dm-Rohr 0,12° nach links. Mithin 


[a] =—6,98°. 
Auf Grund der Analyse und der optischen Bestimmung wurde 


bestatigt, dass die im Harn ausgeschiedene Substanz nichts anderes 


als Fleischmilchsaure ist. 
Trotz sorgfaltigen Suchens nach dem Kardiazol oder seinen 


Umwandlungsprodukten wurden solehe doch nicht gefunden. 


LITERATUR. 
Inouye, K. u. Saiki, T. (1902): Zs. f. physiol. Chem. 37, 203. 
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UBER DEN RESPIRATORISCHEN STOFFWECHSEL 
BEIM EMBRYO DER REPTILIEN. 


Von 


MASAJI TOMITA unp TOSIO TANAKA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der 
Universitat zw Taihoku.) 


(Hingegangen am 8. Oktober 1942) 


Der Stoffwechsel des Séugetierembryos ist nur héchst unvoll- 
standig bekannt, weil technische Schwierigkeiten der Untersuchung 
wesentliche Hindernisse bereitet haben. Der embryonale Gas- 
wechsel ist am besten an bebriiteten Hiihnereiern studiert worden, 
besonders mit gut ausgebildeter Methode von Bohr und Hassel- 
balch (1900-1903), die fanden, dass die Kohlenséiurebildung und 
der Sauerstoffverbrauch des sich entwickelnden Hiihnchens dem 
Gewicht nach annihernd parallel gehen, und dass der Sauerstoff- 
verbrauch die Kohlensaéurebildung iiberwiegt und der respiratori- 
sche Quotient im Mittel 0,7 betriaet. 

In chemischer Hinsicht beruhen die Ursachen der Differenzen 
in respiratorischen Quotienten auf Verschiedenheiten des organi- 
sehen Materials, das jeweils zur Verbrennung kommt, bzw. auf den 
verschiedenen Verhaltnissen, in denen EHiweiss, Fett und Kohle- 
hydrate jeweils gemischt sind. Der respiratorische Quotient gibt 
uns also ein Mittel, um annahernd die Natur der gerade im Korper 
zerfallenden Stoffe zu erkennen. Wir koénnen demnach schliessen, 
dass der Stoffumsatz beim Hiihnerembryo vorzugsweise durch 
Zersetzung von Fett erfolgt. 

Eine Gutachten dariiber, wie viel des Stoffwechsels mit Wahr- 
scheinlichkeit dem einen, und wie viel dem anderen Vorgange 
anzurechnen ist, bietet aber, besonders riicksichtlich der Embryonen 
von Warmbliitern, sehr bedeutende Sehwierigkeiten dar. Anders 
stellen sich die Verhaltnisse hinsichtlich der Kaltbliter. Hier kann 
die Entwicklung innerhalb eines weit grosseren Temperaturinter- 
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valles stattfinden, und es ist deshalb zu erwarten, dass auch die 
Intensitait des Wachstums des Embryos bei diesen Tieren den 
iusseren Bedingungen gemiiss variieren kann, ohne dass darum 
eine normale Entwicklung ausgeschlossen wire. Der Stoffwechsel 
bei den Kaltbliitern ist iiberhaupt weniger intensiv als bei den 
Warmbliitern, und es ist daher von Interesse, zu untersuchen, ob 
dieser Unterschied sich auch auf den Stoffwechsel des Embryos 
erstreckt. 

Eine Schitzung der Intensitat des Stoffwechsels oder der 
Groésse desselben pro Stunde und pro kg des Gewichtes des Embryos, 
die ja fiir den Vergleich zwischen Embryonen verschiedenen Alters 
und dem erwachsenen Tiere erforderlich ist, lasst sich indes nicht 
durch Untersuchung holoblastischer Hier erzielen; hierzu miissen 
notwendiger Weise meroblastische Hier wie der Reptilieneier 
angewandt werden, wo die Embryo sich von dem iibrigen Hiinhalte 
trennen lasst. 

Da es nun nicht immer leicht ist, eine zur Untersuchung aus- 
reichende Menge Reptilieneier zu beschaffen, so blieben sie bei 
embryochemischen Studien bisher ganz unberiicksichtigt. Unseres 
Wissens ist in der Literatur nur eine, auf die Bestimmung des 
respiratorischen Stoffwechsels des Reptilienembryos gerichtete Ver- 
suchsreihe zu finden; diese riihrt von Bohr (1904) her, der in 
seiner Arbeit tibrigens eine Anzahl der Respirationsversuche des 
Ringelnatterembryos in einer kurzen Entwicklungsperiode aus- 
gefiihrt hat. An Versuche dieser Art ist die Forderung zu stellen, 
dass die Dauer der einzelnen Bestimmung keine gar zu kurze ist, 
sondern die Versuche miissen an Hiern verschiedener Entwicklungs- 
perioden mehrere Stunden hindurch ausgefiihrt werden, und end- 
lich muss zur Feststellung des respiratorischen Stoffwechsels selbst- 
verstandlich eine véllig zuverlissige Methode angewandt werden. 

Von der obigen Erwagung ausgehend, haben wir eine Reihe 
der Respirationsversuche an sich entwickelnden Kobraeiern einer. 
seits und an denselben der Meerschildkrote andererseits ausgefiihrt. 
Das Verhalten der chemischen Zusammensetzung der Hier dieser 
beiden Tiere bei der Bebrititung haben wir schon (1929-1939) ziem- 
lich eingehend untersucht. 
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Die Versuchsmethode besteht ihrem Prinzipe nach darin, dass 
das Ei sich in einem luftdicht schliessenden Kasten befindet, durch 
den ein ununterbrochener Strom kohlensdurefreier atmospharischer 
Luft gesaugt wird. Die in unserem Laboratorium zur Bestimmung 
benutzte Methode fiir Schlangeneier ist genau von Dr. K. Fuji- 
moto (1935) fiir kleine Tiere ausgearbeitet und genau beschrieben 

_worden. Fujimoto’s Apparat ist dem Prinzipe nach in derselben 
Weise eingerichtet, wie der Knipping’sche und auch der 
_ Benedict’sche zu volistandigen Respirationsversuchen. 

Kobra (Naja Naja Atra) legt ihre Hier auf gefallene Blatter 
im Felsen- oder Baumschatten ab. Die Tiere legen gewohnlich 14 
bis 18 Hier. Die Jungen schliipfen je nach der Temperatur nach 
Verlauf von 5-6 Wochen aus. Wahrend die kiinstliche Bebriitung 
nicht leicht war, weil die Entwicklung der meisten Schlangeneier 
von dem Feuchtigkeitsgrade des sie umgebenden Mediums abhangig 
war, waren die Kobraeier gegen dusseren Bedingungen sehr wider- 
standfahig und es bot keine grosse Schwierigkeit dar, sie kiinstlich 
zu bebriiten. 

16 friseche Kobraeier wurden zusammen in dem Respirations- 
kasten stehen gelassen. Wegen Mangels an Vorbereitungsversuchen 
konnten wir leider keine Schlussexperimente bis zum 15. Be- 
briitungstage ausftihren. Nachher wurde jeden Tag oder alle, 2 
Tage ein Versuch angestellt, der gewohnlich 4-7 Stunde dauerte. 
Die Temperatur des Versuchszimmers zeigte keine grosse Schwank- 
ung, sie blieb fast konstant zwischen 25°-30°. Am 39. Bebriitungs- 
tage fand die erste Ausschiipfung statt. Die lebend ausgeschtipften 
Jungen wurden sofort aus dem Respirationskasten herausgenommen 
und nur, mit den noch nicht ausgeschiipften Hiern weitere 
Respirationsversuche angestellt. 4 Hier blieben ohne auszuschiipfen 
zaruck, obwohl die Embryonen darin schon vollig zu normaler 
Grosse entwickeltwaren. 

Es ist tibrigens ein Zeugnis von der Brauchbarkeit der ganzen 
Versuchsanordnung, dass es gelang, an denselben 16 Hiern 40 Tage 
hindurch die Sauerstoffaufnahme und Kohlensdureproduktion 
kontinuierlich zu bestimmen und darauf 12 lebensfahige Schlangen 
fast gleichzeitig aus den Hiern zu erhalten. 
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Im Folgenden geben wir erst eine Beschreibung der einzelnen 
tespirationsversuche kurz zusammengefasst in Tabelle I. 


TABELLE I. 
& “i Auf 0°, Pro 1 Ki, 

Rw a) mS N FS 760 mmHg pro St. 

el Oe | oe le Sipe ad = | umgerechnet berechnet CoO 
g$S458 )/h aes | 8S esa i . : 
ws COwWH a a f=] = " _ 
Aroha) Se [er | Bo tas | oes] tas] ses 

A a OF ENS Oras 

diese AS Pe || eel UG: 16 27,1° | 145,0-|' 11350") ‘0,82 0,64 0,78 
Sa a ee: Uy 16 5 OS fed 92,5 53,0} 1,15 0,66 0,57 
ah 9e1| FELD i) 26,6° 101,0 53,0 | 1,26 0,66 0,52 
OFT Oa eat 16 | 5 26,8° 79,2 52,5 | 0,99 0,65 0,65 
es De e22 16 9 26,4° 16750" |, 428,05 “sls 0,88 0,75 
Sy 194 23 16 10 24,8° 162505), 103.0. |) Om 0,64 | 0,63 
ORS see 16 6 2 Gale 129,0 90,5 1,34 0,94 0,70 
OWED she 25 16 sy) 25.20 86,0 59,9 | 1,08 0,74 | 0,68 
1h eh | ee 16 4 Aor 59,0 46,3 0,92 0,72 0,78 
IBS A ete) 16 5 29,0° 118,0 92,0) 1,47 1,15 0,78 
ERNE EP csit) 16 5 29,5° 140,5 SA (| heh 0. a5 1,15 0,64 
ee Ose es 2 16 3 CHS 71,2 50,5 | 1,48 1,05 0,70 
18. o/* 38 16 3 29,2° | 99,0| 64,0] 2,06 | 1,33 | 0,64 
PA SSB 635) 16 7 2852° 158,0 | 103,0 |} 1,41 0,92 0,65 
22. 9 37 16 7 28,2° 154,0 | 122,5 | 1,37 1,09 0,79 
Bare 9 38 16 7 29,0° 108,90 96,5 | 0,96 0,86 0,89 
24.119 39 14 3 2055" 80,1 51,7 | 1,90 1,23 0,64 
25.1.9 40 7 | 6 29,0° 95,5 60,5 | 2,27 1,44 | 0,63 


Es geht aus obigen Versuchen hervor, dass der Sauerstoff- 
verbrauch immer die Kohlensaurebildung wiberwieet und der 
respiratorische Quotient durchschnittlich 0,69 betragt. Im Gegen- 
satz zum Hiihnerei gehen die Sauerstoffaufnahme und die Kohlen- 
sdureproduktion des Kobraeies dem Gewicht des sich entwickelnden 
Embryos nicht parallel. 

Am 38. Bebriitungstage, also kurz vor dem Ausschiipfen stieg 
der respiratorische Quotient plétzlich bis auf 0,89. Sieht man nun 
von den ungiinstigen Bedingungen der Versuche in der Endperiode 
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der Bebriitung ab, die dadurch entstanden, dass der respiratorische 
Stoffwechsel der 4 Hier vor der Beendigung des Versuches aufhorte, 
so besteht weiter die Méglichkeit, dass die Dekompositionsprodukte 
des todten Hies fiir Stoffwechselprodukte des lebenden Embryos 
angenommen werden. Die Ergebnisse werden dabei ungenau 
gemacht und wir konnen keine ausschlaggebenden Schliisse ziehen, 
_da ein gemischter Umsatz kurz vor dem Ausschiipfen entstand, an 
welchem Kohlehydrate wesentlich beteiligt sind. 

Es war jedoch noch moglich, einen Vergleich des Stoffwechsels 
des Embryos mit dem des vollig entwickelten jungen Tieres an- 
zustellen. Zu diesem Zwecke wurden eine Reihe Respirations- 
versuche bei der Inanition an den ausgeschiipften jungen Tieren 
unternommen, die 2-5 Tage alt waren. Es zeigte sich folgendes: 


TABELLE II. 

= J Auf 0°, Pro 1 Tier, 
om RS N nz 760 mmHg pro St. 
RS Die HO | go prs v 7 : 
= 4 S & 3 - 5 3 ~|# | 3 umgerechnet berechnet CO. 
32 ants 5 H 
24 | g2a | 282] 88 2 |0.-Auf- |CO,rAb-|O.-Auf-|COrAb-| 0 
Qa S Se ies © Dies 5 o> | nahme | gabe | nahme | gabe 

a i (ecm) | (eem) | (cem) | (ecm) 
285. 12 i) DSi. 178,0 131,0 2,96 2,18 0,73 
PAE 12 3 om 89,3 69,5 2,47 1,93 0,78 
5 fee KO ine) 5,0 28,6° 160,5 146,2 2,43 REpal 0,90 
210, 12 3 26,4° 82,0 By 7 EBs 1,69 0,69 
3. 19; 12 5 26,0° 125,0 93,0 2,08 1,55 0,74 


Bei diesem Versuche ist indes daran zu erinnern, dass das 
junge Tier waihrend des Versuches in lebhafter Bewegung war, 
der Embryo sich dagegen sehr ruhig verhielt. Der Stoffwechsel 
der jungen Kobra wird deshalb offenbar verhaltnismassig zu gross 
werden. Im allgemeinen ist es anzunehmen, dass die Sauerstoff- 
aufnahme und die Kohlensiureproduktion des Kobraembryos in 
dem Endstadium der Bebriitung fast von derselben Grosse sind wie 
die fiir das junge Tier gefundene. Die Umsatze im hochent- 
wickelten Embryo miissen also als denjenigen analog aufgefasst 
werden, welche wir am jungen Organismus kennen. 
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Es folgt nun der Ubersichtlichkeit halber eine oeraphische 
Darstellung, bei welcher der Gasumsatz des Kobraembryos und des 
Jungen Tieres bei verschiedenen Entwicklungsstadien kurvenmissig 
eingetragen ist. (Abb. 1.) 

Der Wert des respiratorischen Quotienten des sich ent- 
wickelnden Eies fiihrt zu der Annahme, dass der respiratorische 
Stoffwechsel waihrend der Bebriitung des Kobraeies jedenfalls das 
Ergebnis einer Fettverbrennung ist. 

Diesbeziigliche Untersuchungen an _ bebriiteten Hiern der 
Meerschildkrote hat der eine der Verfasser (Tanaka) im vorigen 
Sommer an der Fukiage-Kiiste in der Prafektur Kagoshima 
begonnen. Wegen seines plotzlichen Todes am 14. August vorigen 
Jahres musste die Untersuchung unterbrochen werden, die von uns 
weiter fortgesetzt wird. 

Fiir die grosse Freundlichkeit bei dieser Untersuchung 
sprechen wir Herrn Prof. Dr. K. Sugimoto und Herrn Dr. Fuji- 
moto in dem staatlichen Institut ftir Volksernéhrung unseren 
ergebensten Dank aus. 
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VERWIRKLICHUNG DER PHYTOCHEMISCHEN 
REDUKTION VON TRIMETHYLAMINOXYD. 


Von 


MASAJI TOMITA unp TOSIO TANAKA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der 
Universitat zu Taihoku.) 


(Hingegangen am 8. Oktober 1942) 


Wahrend mit Hefe zahlreiche phytochemische Reduktionen der 
Carbonylgruppe von Aldehyden und Ketonen von Neuberg und 
seinen Schiilern (1914-1936) durchgefiihrt sind, liegen nur wenige 
Untersuchungen tiber analoge Vorginge der N-haltigen Verbin- 
dungen vor. 

Unter den biogenen Aminen sind Trimethylaminderivate 
wegen ihrer Beziehungen zu Aminoséuren und quaternadren 
Ammoniumbasen vom besonderen Interesse. Wir haben gepriift, 
ob auch das Trimethylaminoxyd von Hefen reduziert werden kann, 
welches sich nach Suwa (1909) im Muskelextrakt des Dernhais, 
nach Henze (1914) im Cephalopodenmuskel und nach Hoppe- 
Seyler im Krebsmuskeln (1934) findet. Einer der Verfasser 
(Tomita) hat diesbeziigliche Untersuchungen vor 20 Jahren in 
Berlin-Dahlem begonnen und wir haben dieselben hier in Taihoku 
fortgesetzt. Es wurde festgestellt, dass das Trimethylamin bei der 
phytochemischen Reduktion des Trimethylaminoxyds entstand. 

Wurde den Ansitzen aus Glukose, Wasser und Hefe, sobald 
die Giarung voll im Gange war, eine wasserige Loésung von 
Trimethylaminoxyd zugefiigt, so blieb die CO.-Entwicklung un- 
gestort. Das von uns verwendete Trimethylaminoxyd war in 
folgender Weise bereitet: 100 cem 33 proz. wasseriger Trimethyl- 
aminlésung werden mit 600 cem 3 proz. H2O.2 versetzt. Ist nach 
24 Stunden der Trimethylam*igeruch noch nicht verschwunden, so 
setzt man nochmals 100-200 cem HzO. hinzu. Wenn kein Tri- 
methylamin mehr nachweisbar ist, wird die Lésung im Vacuum 
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eingedampft und der Riickstand aus Alkohol-Ather umkrystal- 
lisiert. Das Hydrat des Oxyds, (CH3)3NO+2H20, krystallisiert 
in herrlichen Nadeln vom Schmp. 96°. 


VERSUCH 1. 

50g Traubenzucker, 500 cem Leitungswasser, 50g obergarige 
Sinner-Hefe, 5g Trimethylaminoxyd-hydrat. 

Die Hefe wurde gut in der Glukoselésung verteilt. Sobald bei 
Zimmertemperatur die Garung lebhaft geworden war, liessen wir 
das Trimethylaminoxyd-hydrat in ca. 10 proz. wasseriger Losung 
allmahlich eintropfen. Das Gargemisch wurde dann im Brut- 
sehwank stehen gelassen. 

Nach 48 stiindigem Verweilen im Brutschrank wurde das 
Giargemisch filtriert, dem Filtrat Salzsiure zugesetzt, bis das Kon- 
gorotpapier blau geworden ist, und zu Sirup im Vacuum bei 40° 
eingeengt. Nach Zugabe von 150 cem Alkohol wurde das ganze 
gut durchgeschiittelt und filtriert. Das Filtrat wurde wieder im 
Vacuum konzentriert und nochmals genau so behandelt. Nach 
Einengung des neuen Filtrats wurde mit 150cem absolutem 
Alkohol versetzt und filtriert. Das eingeengte Filtrat wurde noch- 
mals mit absolutem Alkohol in derselben Weise versetzt. Das neue 
Filtrat wurde von Alkohol befreit, der Riickstand in 5 cem Wasser 
aufgenommen und mit 10 cem 10 proz. alkoholischer Platinchlorid- 
losung versetzt. Beim Anreiben und Abkiihlen schieden sich 
Krystalle aus. Die Krystalle wurden abgesaugt, mit kaltem Alkohol 
gewaschen und im Exsiccator getrocknet. Durch Umkrystallisieren 
aus heissem Wasser erhielt man aus 1,5 ¢@ Rohprodukt 0,4 g¢ Platin- 
salz vom Schmelzpunkt 222°. 


0,1634 g Substanz gaben 0,0606 g Pt=37,08% 
Ber. fiir (sHoN-HCl)2PtCh: 1p 36,95% 
Gef: 37,08%. 


Aus der Mutterlauge schieden sich noch 0,6g¢ Platinsalz, die 
bei 244° schmolzen. Die Analysendaten zeigen, dass es sich um 
unverandertes Trimethylaminoxyd handelt. 
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0,0908 g Substanz gaben 0,0316 g Pt=34,80% 
Ber. fiir (Cz:H»sNO:HCl)sPtCh: Pt 34,84% 
Gef : 34,80%. 


Die Angaben iiber den Schmelzpunkt der Platinsalze von 
Trimethylamin und Trimethylaminoxyd gehen stark auseinander. 
Ehrenberg (1887) gab an, dass das Trimethylaminplatinat bei 
240-245° schmilzt, nach Ackermann (1910) jedoch schon bei 
190°. Durch wiederholte Untersuchungen haben wir konstatiert, 
dass mehrfach umkrystallisiertes Platinsalz des Trimethylamins bei 
222° schmilzt. Nach Suwa (1909) liegt der Schmelzpunkt des 
Trimethylaminoxyd-platinats bei 214°, nach Henze (1914) jedoch 
bei 245°. Durch unsere Untersuchungen wurde die Richtigkeit der 
Henze’schen Angabe bestiatigt. 

Als Kontrollversuch wurden 50¢ Hefe in 500 cem Leitungs- 
wasser verteilt, 15 Minuten lang gekocht und dann 5¢ Trimethy!l- 
aminoxydhydrat in wasseriger Losung zugesetzt und im Brut- 
schrank aufbewahrt. Nach 48 Stunden wurde die Lésung abfiltriert 
und genau so wie beim Giargemisch bearbeitet. Man bekam dabei 
0,35 @ Platinsalz, welches bei 244° schmilzt. Dass es sich um 
Trimethylaminoxyd-platinat handelte, wurde durch  folgende 
Bestimmung bestatigt. 

0,1772 g Substanz gaben 0,0600 g Pt=34,44% 


Ber. fiir (CsH»NO-HC1)2PtCh: Ps 34,84% 
Gef: 34,44%. 


VERSUCH 2. 


Die Anordnung dieses Versuches wich von der des vorher- 
gehenden ab, indem untergarige Hefe angewendet wurde; auch 
wurde im Kontrollversuch 50g Glukose zugesetzt. Die Ansatze 
blieben dann 4 Tage bei 37° stehen. 

Die Aufarbeitung geschah in der gleichen Weise wie beim 
Versuch 1. 

Vor dem Zusatz von alkoholischer Platinchloridlésung wurde 
der Alkoholextrakt stark eingeengt und im Hisschrank aufbewahrt. 
Daraus schieden sich 2g Trimethylaminoxyd-chlorhydrat aus, die 


bei 217° schmolzen. 
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Nach dem Absaugen des Trimethylaminoxyd-chlorhydrats 
wurde das Filtrat mit 10%iger alkoholiseher Platinchloridlosung 
gefillt. Durch wiederholtes Umkrystallisieren erhielt man 0,25 g 
Platinsalz, das bei 221—222° schmolz. 

0,1032 g Substanz gaben 0,0381 g Pt=36,91% 


Ber. fiir (CsHsN-HCl1) 2PtCh: Pt 36.95% 
Gef: 36,91%. 


Somit war ein Teil des zugesetzten Trimethylaminoxyds durch 
phytochemische Reduktion in Trimethylamin verwandelt. 

Aus dem Kontrollversuche wurden 0,24¢ Platinat erhalten, 
die bei 243-244° schmolzen. Durch folgende Analyse ist zweifellos 
bewiesen, dass man es bei dem erhaltenen Salz mit dem Platinat 
des unverdndert ausgeschiedenen Trimethylaminoxyds zu tun hat. 


0,1250 g Substanz gaben 0,0434 g Pt=34,72% 
Ber. fiir (CsH»NO-HCl)2PtCh: Pt 34,84% 
Gef: 34,72%. 


Bei dieser Gelegenheit sei mitgeteilt, dass inzwischen auch die 
phytochemische Reduktion des Kairolinoxyds mit Hefe ausgefiihrt 
ist. Hieriiber soll spater berichtet werden. 
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UBER DIE IM TIERKORPER STATTFINDENDEN 
VERANDERUNGEN DER AN N SUBSTITUIERTEN 
AMINOSAUREN. 


8. Mitteilung:* Uber die Demethylase II. Ihre Verteilung. 
Von 


TATUO YOSIDA unp SENDEN FUKUYAMA. 


(Aus dem Med.-Chem. Laboratorium der Medizinischen Schule, 
angegliedert an die Kaiserliche Universitit zu Taihoku. 
Vorstand: Prof. Dr. R. Hirohata.) 


(Eingegangen am 14. November 1942) 


Wie scho nerwahnt, haben Hirohata et al. (1936-1938) fest- 
gestellt, dass Kaninchen, denen gréssere Mengen yon Abrin 
parenteral einverleibt werden, interessanterweise neben kleinen 
Mengen des Ausgangsmaterials relativ grosse Mengen von Kynuren- 
sdure und Kynurenin ausscheiden. Die Menge der nach Abrinver- 
abreichung ausgeschiedenen Kynurensaure ist bei Kaninchen so 
eross, dass das Abrin unter allen Tryptophanderivaten als 
Kynurensaurebildner die erste Stelle nach dem Tryptophan ein- 
nimmt. Ebenso steht es als Kynureninbildner unmittelbar nach 
dem Tryptophan. 

Inzwischen haben Chin Kyu-sui (1938) nachgewiesen, dass 
das Abrin dem Tryptophan in bezug auf die hamatopoetische 
Wirkung bei Kaninchen in keiner Weise unterlegen ist, wennschon 
sein wachstumsforderunder Einfluss bei Ratten ein wenig geringer 
ist. 

Schon Gordon und Jackson (1935) haben gefunden, dass 
das synthetische «-N-Methyltryptophan schwacher als Tryptophan 
auf die Wachstumsforderung von Ratten wirkte, was sie damit 
erklirten, dass die d-Form im Tierkorper nicht ausgeniitzt werden 


kann. 


* 7, Mitteilung: T. Yosida und S. Fukuyama, Dieses Journal, 34, 429, 
1941, 
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Andererseits hat Keisou Rin(1940) gezeigt, dass die hamato- 
poetische Wirkung des Abrins bei Ratten etwas verzogert ist gegen 
die bei den Kaninchen, und daraus geschlossen, dass das Verhalten 
des Abrins im Tierkérper je nach der Tierart verschieden ist. Er 
hat ausserdem die Heilwirkung des Abrins auf Anchylostomiasis- 
anamie des Menschen nachgewiesen. 

Tai-sei To (1939) hat gefunden, dass das in den Kaninchen- 
organismus eingeftihrte d/-O-N-Dimethyltyrosin, dort zum grossten 
Teil asymmetrisch abgebaut, und zwar die /-Saure nach Umwand- 
lung in p-Methoxyphenylbrenztraubensaure, die d-Saure ohne 
weitere Verdnderung mit dem Harn ausgeschieden wird, aber 
dagegen den Hundeorganismus ohne irgendwelche besondere 
Veranderungen zu _ erleiden passiert, namentlhch ohne dass 
Desaminierung in nennenswertem Umfang eintritt. 

Die letzten Arbeiten von Yosida und Fukuyama (1941) 
erbrachten den Nachweis, dass die Demethylerung des Abrins in 
vitro bei Anwesenheit von Kaninchen-Nierenbrei und -Leberbrei 
vor sich geht und zwar durch das in beiden Organen enthaltene 
Ferment: Demethylase, so dass der Abbau der N-Methylaminosaure 
im Tierorganismus als dessen ersten Schritt eine Entmethylierung 
durch Demethylase fordert. 

Durch diese Arbeiten angeregt, haben wir uns die Frage vor- 
gelegt, ob die Demethylase in anderen Tierorganismen vorkommt 
und ob die angegebene Differenz im Verhalten der Methylamino- 
saure in den verschiedenen Tierorganismen quantitativer Natur 
(z. B. eine Differenz im Gehalt an Demethylase) oder qualitativer 
Natur sei. 

Wie schon in der 7. Mitteilung (Yosida und Fukuyama 
1941) hervorgehoben wurde, wurde die Demethylierung bei 
Kaninchen nur in der Niere und Leber beobachtet, aber es ist auch 
an und fiir sich interessant zu priifen, an welchem Ort von anderen 
Tierarten die Demethylierung vollzogen wird. 

Diese Frage veranlasste eine Reihe von Bestimmungen der 
Demethylase in verschiedenen Organen verschiedener Tierarten, 
deren Resultate in vorliegender Arbeit mitgeteilt werden, 

Die Untersuchung der einzelnen Organe auf Demethylase 
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geschah durch Messung ihrer Sauerstoffatmung bei Anwesenheit 
von /-Abrin, da die Demethylierung in der Aufnahme von 1/2 
Molekel Sauerstoff pro Molekel /-Abrin und der Bildung von je 
einer Molekel Tryptophan und Formaldehyd besteht. 


a BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 
(1). Methoden. 


Die Organe der Tiere wurden nach dem Schlachten sofort her- 
ausgenommen und sogleich im Porzellanmorser mit 3 facher Phos- 
phatpufferlosung (Pu 7,1) zerrieben. Die Organbreie wurden 
sofort mit /-Abrin manometrisch ausgetestet, da wir die Beobach- 
tung machten, dass die Wirksamkeit des Organbreis mit der Zeit 
abnimmt. Die Messung der Sauerstoffatmung geschieht mit dem 
Warburg-Manometer. 

a) lami Hauptraum: 0,5 eem Organbrei und 2,5 cem m/15-Phosphatpuffer 

Gaelig7el) 

b) Im Anhang: 2,18 mg /-Abrin in 0,5 eem m/15 (Phosphatpuffer (pH 71) 

¢) Im Einsatz: 0,5 cem n-Natronlauge 

d) Im Gasraum: Luft 


e) Temperatur des Thermostaten: 38°C 
f) Versuchsdauer: 90 Minuten 


(II) Masseinherten. 
Als Mass fiir die Sauerstoffatmung der einzelnen Organe 
brauehten wir den Quotienten : 


_ _Kubikmillimeter verbrauchtes Op» 
Milligramm Organ (trocken) X Stunden 


Qo. 


(II) Resuitat. 
Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 
Bei der Mehrzah! der untersuchten Tiere konnten wir in Niere 
und Leber einen Gehalt an Demethylase, jedoch in von Tier zu 
Tier verschiedenem Werte, feststellen, aber in anderen Organen 
nicht. Kaninehen und Meerschweinchen besitzen den hodchsten 
Gehalt an Ferment, Ratte, Schwein und Hund. hingegen den 


kleinsten. 


352 Yosida und Fukuyama: 


Differenz von Qo, des Organbreis mit gegen 
ohne /-Abrin 
ihe ts D Blut | Gehir 
a fenced Niere | Leber| Milz ii Muskel arm u ehirn 
Kaninchen 1,42 | 0,81 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 
Meerschweinchen| 1,15 | 0,07 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
Taube 0,80 | 0,38 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 
Huhn 0,51 | 0,15 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 
Frosch 0,44 | 0,05 | 0,90 0,00 0,00 0,00 0,90 | 0,00 
Rind 0,3 0,12 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 
Biiffel 0,28 | 9,18 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 
Hausente 0,19 | 0,18 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
Katze 0,03 | 0,04 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 
Schwein 0,02 | 0,02 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 
Ratte 0,02 | 0,02 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 
Hund 0,02 | 0,02 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 
Mensch 0,02; — oa — = — ass Ace 


‘Im Gegensatz zu d-Aminosdéureoxydase, von der nach 
Birkofer und Wetzel (1941) die Carnivoren den hochsten 
Gehalt besitzen und die Herbivoren hingegen den niedrigsten, ist 
es sehr bemerkenswert, dass die Herbivoren und Vogel einen 
hoheren Gehalt an Demethylase besitzen als die Carnivoren. 

Die frische Menschenniere zeigt auch Demethylasewirkung. 
Gesundes Gewebe einer tuberculdsen Niere hat Herr a.o. Prof. 
Akima von der hiesigen Hautklinik dankenswerterweise zu Ver- 
fiigung gestellt. 


SCHLUSSFOLGERUNGEN. 


1. Die Demethylase ist in der Tierwelt weit verbreitet, d.h. 
findet sich in den Organismen von Kaninchen, Meerschweinchen, 
Taube, Huhn, Frosch, Rind, Biiffel, Hausente, Katze, Schwein, 
Ratte und Hund. Obwohl die Demethylase in der Gegenwart fiir 
den tierischen Stoffwechsel keine Bedeutung zu haben scheint, liegt 
doeh der Nachweis ihrer weiten Verbreitung in der Tierwelt, was 
in vorliegender Arbeit erfolgreich versucht wurde, im biologischen 
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Interesse. 

2. Die Demethylase wird nur in Niere und Leber nach- 

gewiesen, aber nicht in anderen Organen, woraus folgt, dass die 
beiden Organe die Hauptorte der Demethylierung der N-Methyl- 
aminoséiure im Tierorganismus sind. 
i! 3. Der Gehalt an Demethylase wechselt in seinem Wert von 
Tier zu Tier, jedoch besitzen Kaninchen den héchsten Gehalt, 
woraus geschlossen wird, dass die schon angegebene Differenz im 
Verhalten der Methylaminosiuren im Tierorganismus zum Teil 
dureh wechselnden Gehalt an Demethylase begriindet sei. 

4. Die Menschenniere zeigt auch Demethylasewirkung. 


LITERATUR. 
Chin, Kyu-sui (1938): Z. physiol. Chem., 257, 12. 
Gordon, W. G. und Jackson, R. W. (1935): J. of Biol. Chem., 110, 151. 
Hirohata, R. et al. (1926-1938): Verhandlungen d. Jap. Bioch. Ges., 
11, °217; 12; 182: 
Rin, Kei-sou (1940): Mitt. med. Ges. Taiwan, 39, 1947. 
To, Tai-sei (1939): Z. physiol. Chem., 260, 175. 
Yosida, T. und Fukuyama, S. (1941): Dieses Journal, 34, 429. 


Mal And Dae. a45t8" i if Opudie at ie 
os TE MTOT Sha agony Sma at wn 

AUT. sof “prot FE rite i vi rat 
x e % Diiga gi) esl R) ryt Ae 

Bay AO A mowing stb Sieben. phe bedlons oC) sir Hela 490 |. 
Bie ~  eHlAdID wsizdetid ooh. nechoptaae aes iiaed.,. aahat, a 

wee / £ Serr i oan as UOEOR sidyceaih late songaol loves Ay 
id Meds, atu: aitrei ae sens FT8) nanuiouianabiltels Rte a i) 
es “Oita: “jor. fobpirensdentnk jilioweGh ita tiedow aap 
ie yy br tyvrnee ler five Weve is mins.» sec OE 
BB) 3. 


a. : ‘ m oT ap ‘ns 
a = int oa PAAR an 


ne 
hed. " 
ae wt fodat LAS , Stiy lejemiqg3n REN re-w ehyat 
ae bh. OL C} lode Sunk ERE FE Oe hone T Bata ae 
wo : 4 ‘ 
Ne nga Poot! cel s.b. quilting na. + ae teagan! ota 4 
ae - ( sins l for ae eet} d as ec 


7 : ' ) pat et 
oe ibe | Rat 388 ewe E Hob ork. ile : (UALR Be 
Se : PTE GOS Saved) Inte: AL BPA a (R800) ors ist 

cs ThalSH Mes komnine got CONOR) cA unary went Se a 


Vetteol fia) dis 0 
ae 


x 


wenaet 


—_ : \ J aay ta 


dae ase 


cin, Nowlutelne alee sn elaine 
La tl: oe ' whi Si “ aa ‘Here ae 
: cor yy ie 


eax 


Lanta yor. Aen 
Bum: ph i « —_ wrt ey, 4 


fhepe ery: in | Vigunitinelke 4 “lati aie 
5 ‘ac ou 
TDC. SEEM, 0 Tm Tepe. eaitel, ae 
| ete Torn. | iwaklp ti 
; 2 nad a4 * ee (Ae 7, 
So SO Piceschet Satie eshsnt beigin Weileagtssiyy 
ey Tyech wet =) “ib soe aniacmd 
; . } Te arirvilor oA plicit « ‘Tidy chron 


vary) 


UBER DIE IM TIERKORPER STATTFINDENDEN 
VERANDERUNGEN DER AN N SUBSTITUIERTEN 
AMINOSAUREN. 


9. Mitteilung:* Uber die Demethylase III. 
Ihre Eigenschaften und Komponenten. 


VON 


TATUO YOSIDA. 


(Aus dem Med.-Chem. Laboratorium der Medizinischen Schule, 
angegliedert an die Kaiserliche Universitit zu Taihoku. 
Vorstand: Prof. Dr. R. Hirohata.) 


(Hingegangen am 14. November 1942) 


In der 7ten Mitteilung (Yosida und Fukuyama, 1941) 
dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Niere und Leber von Kanin- 
chen ein Ferment enthalten, welches das Abrin unter Aufnahme 
von 1/2 Molekel Sauerstoff in Tryptophan und Formaldehyd zu 
spalten imstande ist. Das oxydative Ferment wurde ,,Demethylase* 
genannt. 

In vorliegender Arbeit werden die WHigenschaften der 
Demethylase eingehender gepriift und es wird gefunden, dass das 
Ferment ein konjugiertes Protein ist; und sich in einen unwirk- 
samen Proteinteil und einen reversibel wiederum unwirksamen 
Nichtproteinteil trennen lasst. Der letztere wird héchstwahrschein- 
lich als Alloxazin-adenindinukleotid identifiziert. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


(I) Reinigung der Demethylase. 

1. Schritt: Nieren von Kaninchen wurden nach dem Schlach- 
ten sofort herausgenommen und sogleich im Morser zerkleinert und 
in die fiinffache Menge Aceton gegeben. Die Nierensubstanz ab- 
gesaugt, mit Aceton gewaschen und im Vakuum-Exsikkator iiber 


* 8. Mitteilung: TT. Yosida und S. Fukuyama, Dieses Journal, 
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Adsole getrocknet.., Die. trockene,.Nierensubstanz lasst sich uber 
6 Monate in Exsikkator. bei 0°. ohne Abnahme der. Wirksamkeit 
aufbewahren. 

2 der Nierensubstanz werden mit 40 cem 0,9% NaCl-Losung 
30 Minuten :ber 38°C extfahiert und zentrifugiert.. Die iber- 
stehende Losungy (F;) enthalt das Ferment und etwa 9,76 mg 
Protein pro cem. Sie gibt im manometrischen Test mit /-Abrin 
z. B. folgende Ausschlége und zeigt 10,5 als Qo, (Tabelle I). 


TABELLE I. 


Gasraum: Sauerstoff, Puffer: Pyrophosphat, | OMe mere bp 
Einsatz: NaOH, Temperatur: 38°C. 


2,18 mg l-Abrin* —— 
0,5 cem Flissigkeit Fi -| 0,5-cem Flissigkeit F, 
3 com Pufferlosung 3 cem Pufferlosung 


emm Oz in 60 Minuten 54 ie 3 


* 


2,18 mg /-Abrin verbraucht theoretisch 112 cem Sauerstoff. 


2. Schritt: 40 cem der Fermentlésung (Fy) werden mit 0,8 
ccm Bleiessig versetzt. Der entstandene Niederschlag wird ab- 
zentrifugiert und verworfen. Aus der iiberstehenden Lésung (F2), 
die das Ferment enthalt, wird das Ferment mit dem gleichen 
Volumen einer mit sekundérem Natriumphosphat auf Pu 6,8 
gepufferten, gesaittigten. Ammoniumsulfatlésung niedergeschlagen. 
Man zentrifugiert, giesst die tiberstehende Fliissigkeit ab und ver- 
wirft sie. Den Niederschlag lost man mit 10 cem: 0,9% NaCl-lésung 
und der ungeloste Teil wird abzentrifugiert und verworfen. 

3. Schritt: Die tiberstehende Fliissigkeit (F3) wird noch 
einmal mit. dem gleichen Volumen. der gesattigten auf PH 6,8 
gvepufferten Ammoniumsulfatlésung versetzt. Der dabei ent- 
standene Niederschlag wird abzentrifugiert, die itiberstehende 
Fliissigkeit wird abgegossen und verworfen. . 

4. Schritt; Der Niederschlag wird in 10 cem “09% NaCl- 
Lésung geldst (Losung A)s wobei_ kein’ Niederschlag bleibt 
(Tabelle II). 
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TABELLE II. 
Reinigung der Demethylase. 
Die mit Aceton getrocknete Nierensubstanz (2 g) 


extrahiert mit 40 ccm 0,9% NaCl-Liésung 
30 Min. bei 38°C und zentrifugiert 


| | 
Niederschlag Loésung (F1) - 


versetzt mit 0,8 cem Bleiessig 
und zentrifugiert 


| | 
_ Niederschlag Lésung (F») 


versetzt mit dem gleichen Volumen 
der gesittigten (NH:)2SO.-Lisung 
und zentrifugiert 


’ Niederschlag is Lésung 


| geldst mit 10. ccm 0,9% NaCl-Lésung 
| en DEL St eTOrt- : 


| Be at of: 
Niederschlag : __ Lésung (F3) _ 


versetzt mit dem gleichen Volumen 
der gesittigten (NH,)2SO.Loésung 
und zentrifugiert 


Niederschlag ; t Losung 
| gelost in 10 eem 0,9% 
y | NaCl-Lésung 


_/ Losung A 


Lésung A ist. gelbbraun, enthalt pro cem 1,67 mg Protein, gibt 
im manometrischen Test mit J-Abrin z. B. folgende Ausschlage und 
zeigt 96,1 als Qo, (Tabelle III). . 


‘TABELLE IIL. ; 
Gasraum: Sauerstoff, Puffer: Pyrophosphat, pH: 7,1, 


f 


Einsatz: NaOH, Temperatur: 38°C. 


2,18 mg 1-Abrin S19 _ 


0,5 eem Losung A 0,5 eem Lésung A 
3 cem Pufferlosung 3 cem Pufferlésung 
emm Oz in 60 Minuten st ; 0 


ee et ee 
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(II) Evgenschaften der Demethylase. 

(1) Pu-Kurve. 

Der Einfluss der Wasserstoffionenkonzentration des Reaktions- 
mediums auf die Spaltung des Abrins durch Demethylase wurde 
untersucht. PH-Optimum liegt bei Pu 7,1 wie Tabelle IV und 
Fig. 1 zeigen. 


TABELLE IV. 


Gasraum: Sauerstoff, Puffer: Pyrophosphat, 
Einsatz: NaOH, Temperatur: 38°C. 


2,18 mg /-Abrin 
0,5 cem Loésung A 
3cem Pufferlosung 


pH 455.1 3;9.| 650 | 638 | 7.4 734 | 7,7 | S30 | Oa 


emm Os» in 60 Minuten Ob oi 68) 7784 17B | 80 | 78 | 72 | 66 | 49 


Aufnahme von Op, in omm 


(2) Der Einfluss der verschiedenen Puffer. 

Die Wirkung der Demethylase in Gegenwart von je Phosphat-, 
Citrat-, Glykokoll+ oder Borat-Puffer wurde bei Pu 7,1 gepriift. 
Im Boratpuffer, weleher aus Kahlbaum’s Praparat (zu Enzym- 
studien nach Sérensen) dargestellt- wurde, konnte man keine 
Fermentwirkung beobachten, dagegen erwiesen sich Citrat- und 


Glykokoll-Puffer gleigh geeignet wie Phosphatpuffer (Tabelle V 
und Fig. 2). 
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TABELLE V. 


Gasraum: Sauerstoff, Puffer: m/15 verschiedene Puffer, 
Einsatz: NaOH, Temperatur: 38°C. 


2,18 mg 1-Abrin 
0,25 eem Losung A 
3,25 com Pufferlésung 
‘Att dex Putters Phosphat- Glykokoll- Citrat- Borat- 
puffer puffer puffer puffer 
emm Os in 15 Min, 14 14 14 0 
” 30 » 30 oe 26 0 
” 60 » 44 44 43 
Abb. 2. 


Se ¥ Pre 


Pon. 


40 
@——o  Phosphat puffer 


&——4 _Glykokol |puffer 
20 x—x  Citratpuffer 


a&—— Boratpuffer 


Aufnahme von Qs in cmm 


15 30 60 
Zeit in Minuten 


(3) Einfluss der Substratkonzentration. 

Die Sauerstoffmengen, die durch eine bestimmte Menge der 
Fermentlésung in gleichen Zeiten verbraucht werden, sind von der 
Menge des dargebotenen Abrins nahezu unabhangig. Am Ende 
der Reaktion erreicht der Sauerstoffverbrauch fast den theoreti- 
schen Wert, d.h. 1/2 Sauerstoffmolekel pro eine Molekel Abrin 


(Tabelle VI und Fig. 3). 


von O, in cmm 


Aufnahme 
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TABELLE VI. 


Gasraum: Sauerstoff, Puffer: Pyrophosphat, pH: 7,1, 
Einsatz: NaOH, Temperatur: 38°C. 


da : 0,3 com Lésung A— - 
3 ccm Pufferlosung 
I oi 8 | epee, Vv VI 
\. | - 
Abrin in mg 0,27 0,55 | 1,09 2,18 4,36 8,72 
emm Os in 80°-Min-*-~} 13> PDD Bae) eet) ~ 30 30 
» 160 » 15 o7 54 54 54 54 
90 » 15 27 | 60 78 78 78 
» $80 a ot) |< po sie | 95s te 9s 
150 » 15 27 60 114 114 114 
? 180 i> 5. yal | 60 114 130 130 
mae Peo: 15 27 eee GO) ame ele ee 147 147 
240 » 15 27. 60 114 162 162 
theoretische Menge 4 aaa ‘ ‘ 
ef 14 28 | -56 112 224 448 | 


3, 60) OS:*«“‘«‘ SSC 
Zeit in Minuten saat 
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TABELLE VII, 


Gasraum: Sauerstoff, Puffer: Pyrophosphat, pH: 7,1, 


Hinsatz: NaOH, Temperatur: 38°C. 


2,18 mg /-Abrin 
3 cem Pufferlésung 
I II IIL IV V 
Losung A in cem 0,5 0,25 9,125 0,062 0,031 
emm Oz in 30 Min. 67 35 18 8 4 
” 60 » 116 64 38 16 8 
” 90 » 116 86 45 23 11 
9 120. 33 116 104 56 29 14 
2 a? 116 116 65 33 17 
120 
100 | 
iS 
= 
BS 
<< 80 
“Nw 
Ss 
ce 
fo) 
? lal 
5 nae -60 
iS 
ss 
S 
S 
eH 
= 
xt 


40f 


20] 


30 60 90 1205) 5 
Zeit in Minuten 
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(4) Einfluss der Fermentmenge. 

Fermentmenge und Reaktionsgeschwindigkeit sind bei Pu 7,1 
einander im gepriiften Bereiche etwa proportional (Tabelle VII 
und Fig. 4). 

(5) Einfluss des Formaldehydes und Tryptophans. 

Formaldehyd, der als ein Reaktionsprodukt entsteht, hemmt 
die Demethylasewirkung schon in einer geringen Menge, aber 
Tryptophan nicht (Tabelle VIII, [X und Fig. 5). 


TABELLE VIII. 


Gasraum: Sauerstoff, Puffer: Pyrophosphat, pH: 7,1, 
Einsatz: NaOH, Temperatur: 38°C. 


2,18 mg /-Abrin 2,18 mg 1-Abrin 
0,5 cem Losung A 0,5 eem Losung A 
3 cem Pufferlosung 3 cem Pufferlésung 


2,04 mg Tryptophan — 


emm Op» in 30 Minuten 67 67 
” 60 ” 116 116 


TABELLE IX. 


Gasraum: Sauerstoff, Puffer: Pyrophosphat, pH: 7,1, 
Einsatz: NaOH, Temperatur: 38°C. 


— 
2,18 mg l-Abrin 
0,25 cem Lésung A 
3,25 cem Pufferlésung 
rE II saa) IV Vv VI 
Formaldehyd in mg _ 0,09 0,21 0,52 1,25 2,50 
emm Os: in 30 Minuten 33 26 21 15 9 7 
” 60 ” 65 49 41 29 17 11 
” 90 ” 86 67 57 42 22 13 
% der Hemmung _ 16 36 56 72 82 


(6) Einfluss anorganischer Salze. 

FeCls, MnSO4 und NaF sind in m/200-Lésung noch fast 
wirkungslos. Dagegen hemmte Pb-acetat in m/200-Lésung die 
Demethylasewirkung wm etwa 30%, wahrend es in m/1000-Lésung 
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Abb. 5. 


80 
K bitios 
E 60 
oO 
S 
Nn ‘Ofe 
(®) 
(Cc H IV 
S 40 | © © 
& | B ‘ 
= V 
ca@ 


30 60 90 

Zeit in Minuten 
nicht mehr deutlich einwirkt. Quecksilber-, Kupfer- und Silbersalze 
hemmen sie auch in dieser Konzentration vollstindig. Anderseits 
wurde beobachtet, dass CaCl, in m/200-Loésung auf die Demethylase 
beschleunigend einwirken (Tabelle X). 
TABELLE X, 


Gasraum: Sauerstoff, pH: 7,1, EHinsatz: NaOH, Temperatur: 38°C. 
Konzentration der anorganischen Salze: m/200. 


2,18 mg /-Abrin 
0,5 eem Lésung A 
3 «em Pufferlosung 


Pb- | Ag- 
acetat|eCle CuS0,\CaCle 


Art der Salze — |FeCl;|MuSO,| Nak api TR 


ion ncaa fa ahd Page Citrat|Citrat |Citrat Cit- 


gyi des Puram phat} rat | kokollj kokoll| kokoll rat 
emm Oz in 60 Min. 1LO || Q03) |) GAS | VP q7 0 0 0 127 
% der Hemmung und Baw re ae 7 nar 30 —100 pL 100 — 100 + 18 


Aktivierung 
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(7) Hinfluss von KCN. 

Bei Zusatz von m/200 KCN auf ein Ferment-Substrat-System 
wurde ebenso wie bei Einwirkung einer Fermentlosung, die vorher 
mit KON-Loésung zusammen gelassen war, auf das Substrat eine 
Hemmung der Demethylasewirkung nicht beobachtet, so dass die 
Demethylase gegen Cyan in m/200-Losung unempfindlich ist 
(Tabelle XI). 

| TABELLE XI. 


Gasraum: Sauerstoff, Puffer: Pyrophosphat, pH: 7,1, 
Hinsatz:.NaOH, Temperatur: 38°C. 


2,18 mg /-Abrin 
0,5 ecm Lisung A | 
3 ¢em Pufferlosung ; 


Zusatz der m/200 KCN ea! ie (allen) Wo Ge Substrat) 


emm Oz in 60 Minuten 116 Waites, =: 8 > 114 


(8) Thunberg-Versuch. 
Tabelle XII zeigt, dass /-Abrin.in. Gegenwart von Demethylase 
Methylenblau reduziert. 


- Tapette XII. 
Substrat: 2,18 mg 7-Abrin, Ferment: Losung A 0,5 eem, 
Temperatur: 38°C, Puffer: Pyrophosphat. pH: 7,1, . 
Jeder Ansatz enthalt 0,5 cem m/5000 Methylenblau. 


218mg l-Abrin * wi 


0,5.ccem Losung A | 0,5 eem Loésung A 
0,5 cem Methylenblau } 0,5 cem Methylenblau 
3 com Pufferldsung 3 com Pufferlosung 

+ 


Entfarbungszeit in Matic tom / 30 igs >60 


— gene Pere eer eee 


(III) Die reversible Spaltung der Demethylase. 

»Dialysiert man die Lésung) A. in Cellophanschliuchen bei 0° 
gegen eine grosse Menge Wasser 72 Stunden; so entfarbt. sich die 
Innenfliissigkeit und es entsteht eine. Tr iibung aus der denaturierten 
Hiweisskomponente. Man nimmt die Liésung heraus und zentri- 
fugiert sie. Die liberstehende Klare, farblose Lésung (Lisune: B) 
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ist als Demethylase unwirksam. Anderseits erhitzt man die Liésung 
A 15 Minuten auf 80°C und zentrifugiert, so ist die iiberstehende 
Lésung (Lésung C) als Demethylase ebenfalls unwirksam. 

Wenn man nun die Lésung B und die Lésung © zusammengibt 
kehrt die Wirksamkeit zu ca. 30% zuriick, aber nicht zu 100%, da 
dem Anschein nach wihrend der Dialyse ein Teil der Hiweiss- 
komponente denaturiert wird (Tabelle XIII). 

Durch diesen Versuch war bewiesen, dass die Demethylase ein 
reversibles konjugiertes Protein ist, und die prosthetische Gruppe 
dureh Erhitzung (15 Minuten auf 80°C) abgespalten werden kann. 


TABELLE XIII. 
Gasraum: Sauerstoff, Puffer: Pyrophosphat, pH: 7,1, 
Hinsatz: NaOH, Temperatur: 38°C. 


ee i ee ne 2 TE IV 
Losung A | 0,5 cem — = — 
Losung B _ 0,5 eem | _— ; 0,5 cem 
Hauptraum 
~Lésung C ~~ — -- 0,5cem | 0,5 cem 
- Pufferlésung 2,5 cem 2,5 cem | 2,0°cem | 2,5 eem 
Rae, ]-Abrin in 0,5cem | go x 9 he. OF 12 
uae Pufferlésung | 2,18 mg | ais mg roadie mnhahe ¢ 
emm Oz vor Hinkippen des 0 0 0 0 
Abrins in 10 Minuten | : 
| 
emm Os nach Hinkippen des | 0 0 33 
Abrins in 60 Minuten | HO | 


ej 
(IV) Alanintest. 

Der Proteinteil (Lésung D) der d-Aminosaureoxydase, der aus 
Schweineniere nach Negelein und Broémel(1939) gewonnen 
wird, fiillt man in den Hauptraum eines Manometergefiasses ein. 
Der Einsatz enthalt Natronlauge, der Gasraum reinen Sauerstoff, 
die Ansatzbirne 0,5 eem einer 0,7 %igen ‘Lésung von dl- Alanin. 

Ohne Zusatz prosthetischer Gruppe ist der Test reaktionslos. 
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Nach Zusatz von Alloxazin-adenin-dinukleotid*, das aus Backerhefe 
nach Warburg und Christian (1938) dargestellt wurde in den 
Hauptraum, tritt ein Sauerstoffverbrauch auf. 

Wenn man nun der Lésung C, die 15 Minuten auf 80°C erhitzte 
Demethylase-Lésung, anstatt des Alloxazin-adenin-dinukleotides im 
Hauptraum zusetzt, wird auch ein Sauerstoffverbrauch beobachtet 
(Tabelle XIV). 


TABELLE XIV. 
Gasraum: Sauerstoff, Puffer: Pyrophosphat, pH: 7,1, 
Einsatz: NaOH, Temperatur: 38°C. 


I ED ITI 

Losung D 0,5 eem 0,5 eem 0.5 ecm 

Alloxazin-adenin- tabs BOY ee 
Hauptraum dinukleotid 

Loésung C = — 0,5 eem 

Pufferlosung 2,5 ecm 2,0 ccm 2,5 ecm 
Birne 0,7%iges dl-Alanin 0,5 eem 0,5 eem 0,5 eem 
emm O2 vor Einkippen des 0 0 0 
Alanins in 10 Minuten 
emm O: nach Einkippen des e Ss 
Alanins in 60 Minuten 0 120 65 


Nach diesem Test wird vermutet, dass die prosthetische Gruppe 
der Demethylase Alloxazin-adenin-dinukleotid sei. 


(V) Die Rekonstruktion von Demethylase. 

Wie schon erwahnt, ist die Lésung B, der Proteinteil der 
Demethylase, fiir sich unwirksam. 

Wenn man nun die Lésung B und Alloxazin-adenin-dinukleotid 
zusammengibt, rekonstruiert sich die Demethylase. Dies geht aus 
dem folgenden Versuch hervor. Beim Zusatz von Alloxazin- 


* Herren Prof. Masayama und Dr. Suda in Osaka, die das Alloxazin- 


adenin-dinukleotid zur Verfiigung gestellt haben, spreche ich auch hier meinen 
besten Dank aus. 
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adenindinukleotid erfolgt Sauerstoffaufnahme in gleichem Grad 
wie bei der Zusammengebung der Lisung B mit der Liésung C 
(Tabelle XV). 


TABELLE XV. 


Gasraum: Sauerstoff, Puffer: Pyrophosphat, pH: 7,1, 
Einsatz: NaOH, Temperatur: 38°C. 


il II III IV 
Loésung A 0,5 eem — — — 
Losung B — 0,5 ¢em — 0,5 cem 
Hauptraum 
Alloxazin-adenin- aa Lat x0) 2 
dinukleotid Sk SOY 
Pufferlosung 2,5 eem 2,5 eem 2,5 eem 2,5 eem 
; 1-Abrin in 0,5 eem Z : 
Birne Pufferlésung 2,18 mg 2,18 mg 2,18 mg 2,18 mg 
emm QO, vor Einkippen des 0 0 0 0 
Abrins in 10 Minuten i 
emm Oz nach Hinkippen ; 
des Abrins in 60 Minuten ue ° g Ba 


SCHLUSSFOLGERUNGEN 


1. Die Reinigung der Demethylase von Kaninchenniere wird 
beschrieben. 

2. Die Eigenschaften der Demethylase werden eingehender 
gepriift. 

3. Die Demethylase ist ein reversibles konjugiertes Protein, 
das aus einem Proteinteil und einer prosthetischen Gruppe besteht, 
die sich dissoziierend zu dem wirksamen Ferment verbinden. 

4, Hs wird héchstwahrscheinlich gemacht, dass die prostheti- 
sche Gruppe der Demethylase Alloxazin-adenin-dinukleotid ist. 


LITERATUR. 
Negelein, E. und Brémel, H. (1939): Biochem, Z., 300, 225. 
Warburg, O. und Christian, W. (1938): Biochem. Z., 298, 150. 
Yosida, T. und Fukuyama, S. (1941): Dieses Journal, 34, 429. 
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UBER DIE ZUCKERBILDER DER HAUT BEI 
NORMALEM UND PATHOLOGISCHEM 
STOFFWECHSEL. 


VON 


KEISHI SHINKAI, 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Praefektur-Hospitals 
eu Kobe. Leiter: Dr. M. Takeda.) 


(Eingegangen am 16. November 1942) 


]. Pails 

In der Literatur ist nicht so selten tiber die Bestimmungen 
des Zuckergehaltes der Haut geschrieben worden. So erfolgten 
z. B. tiber die Tierhaut von Autoren, wie Bang (1913), Palmer 
(1917), Folin (1927) und Urbach (1928) Verdéffentlichungen. 
Bang und Folin haben ihre eigeenen Bestimmungsthoden, Urbach 
jene von Hagedorn-Jensen angewendet. Bei uns in Japan haben 
wir die Veroffentlichungen iiber die Bestimmung des Zuckergehaltes 
bei Kaninchenhaut von Miyake, Narahara und Tukada (1930) 
herangezogen, in denen die Urbachsche Methode fiir die Messung 
des Hautzuckers benutzt wurde. Es wurde auch die von Urbach, 
Miyake und Narahara aufgezeichnete Kurve des Zuckergehaltes 
von Blut und Haut nach oraler Zuckerbelastung bei an ver- 
sehiedenen Hautkrankheiten leidenden Patienten oder normalen 
Kaninchen verglichen. Bei Kaninchen wurde auch von Narahara 
beobachtet, welche EHinfliisse die verschiedenen vegetativen Nerven- 
gifte, Ionen, Schwermetalle und das Insulin auf den Hautzucker- 
gehalt austiben. Folin hat die Verteilung und Wiederherstellung 
des Zuckers bei Organen und Geweben von Tieren nach der Zucker- 
lésungsinfusion vielfach untersucht. Damit meinte er, dass inner- 
halb 30 Minuten nach Zuckerinfusion 80% des injizierten Zuckers 
als freier Zucker im Blut, in den Organen bzw. Geweben bleibt, 
wobei zur Aufbewahrung des injizierten Zuckers in Form von 
freiem Zucker Blut und Haut die wichtigste Rolle spielen. 
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Wiihrend bei solchen Untersuchungen iiber den Zuckergehalt oder 
die Zuckerregulierungsfunktion der Haut nur die Reduktionswerte 
zur Messung kamen, lehrt uns die Gewebezuckerbestimmungs- 
methode nach Yamamoto, dass in der Haut wie bei den anderen 
Geweben auch gebundener hydrolysierbarer Zucker ausser freiem 
Zucker und Glykogen enthalten ist. Deshalb kann man mit der 
blossen Messung des Reduktionswertes aus Wasserextrakt keine 
Aufschliisse tiber den Gehalt der Haut an wahrem Zucker oder 
iiber das Gesamtbild beim intermediaren Zuckerstoffwechsel der 
Haut erhalten. Daher wurden die Zuckerbilder der Haut zuerst 
einer Analysierung unterzogen, indem gleichzeitig die Zuckerbilder 
der Leber und des Muskels mit einander verglichen wurden, wobei 
Verf. sich auf die Yamamotosche Methode stiitzte. Dann wurde 
beobachtet, wie die Zuckerbilder der Haut bei abnormem Zucker- 
stoffwechsel beeinflusst werden, um die Bedeutung der Zucker- 
regulierungsfunktion der Haut beim intermediaren Zuckerstoff- 
wechsel zu erkliren. 


ifs Pell: 
VORBEMERKUNGEN ZUR METHODE. 


Die zu untersuchende Hautstelle des Kaninchens wurde 3 
Stunden vor dem Versuch glatt rasiert und gut gewaschen. Die 
Hautstiicke wurden mit einer scharfen Schere moglichst blutfrei 
ausgeschnitten und vom subkutanen Fettgewebe abgetrennt. Die 
herauszuschneidenden Hautstiicke miissen ein Gewicht von un- 
gefahr 1g und eine Lange von 3,5 em sowie eine Breite von 1,5 em 
besitzen. Nach der Abtrennung des Hautstiickes werden die 
Wundrander vernaht. 

Die Hautstiicke wurden genau gewogen und nach der Orzin- 
schwefelsduremethode nach Yamamoto untersucht, um den Gehalt 
an freiem, wirklichem Zucker, hydrolysierbarem Zucker und Glyko- 
gen zu bestimmen. 


III. Teil: 
Diz VERSUCHSERGEBNISSE. 
1. Hautzuckerspiegel beim normalen Kaninchen. 
Zur Vergleichung des Hautzuckerspiegels (des Gesamtkohle- 
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hydratgehaltes, freien Zuckers, hydrolysierbaren Zuckers und 
Glykogens) bei verschiedenen Korperteilen bei normalen Kaninchen 
wurden die Hautstuecke vom Riicken,, Bauch und Schenkel fast 
stets in gleicher Grésse herausgeschnitten und der Analysierung 
nach der Yamamotoschen Methode unterzogen. Die dabei er- 
~ reichten Resultate zeigt Tabelle I. 


TABELLE I. 


Hautzuckerspiegel in verschiedenen Kérperteilen (Riicken, Bauch und 
Schenkeln) des normalen Kaninchens. 


Nr. | Korper. [Bist | Haut'l echiehya| Zucker | Zucker | CW7Hogen 
gewicht mg% mg% meg | 
: 15/X R 552 298 168 | | oot 
I 108 B 530 288 162 | 80 
1,952 gel Sas 288 1780 
8/X R 594 268 | 2937 | 89 
II 90 B sige 225 a7 230 TH 
1,604 s 558 238 238 | ~~ 82 
10/XI R 500 230 200 70 
II 99 B 530 236 294 70 
1,760 Ss 530 248 210 72 
aay: 15/XI R 510 234 202 74 
IV 85 B 534 034 | 220 80 
1,870 chat iniisd 256 220 74 
18/XI R 550 242 214 94 
Vv 90 B 516 222 204 90 
1,940 gtr 604 206 218 | 80 
R= Riicken. B=Bauch. S=Schenkel. ah 


Wie Tabelle I zeigt, war der Hautzuckerspiegel sowohl beim 
Gesamtkohlehydrat als auch bei einzelnen Zuckerfaktoren fast 
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immer gleich. Nur bei der Bauchhaut zeigte sich der Wert an 
Gesamtkohlehydrat etwas niedriger, was aber gegenitber dem Wert 
bei der Riickenhaut eine Verminderung um nur 5% bedeutet. 
Tabelle II zeigt die Durchschnittswerte des Gesamtkohle- 
hydrates und der einzelnen Zuckerfaktoren bei 15 Hautstiicken von 
5 Serien. 
TABELLE II. 


Durchschnittswerte des Hautzuckers von verschiedenen Korperteilen 
bei normalen Kaninchen. 


1 
aint. | want. | gGemmt, | Fiske. | Brame | gunogen 
zucker partien me eg se | mg7o 

540 254 203 83 

: 525 241 206 78 

535 247 210 78 

94 533 247 206 79 

R= Ricken. B=Bauch. S=Schenkel. 


Unter einzelnen Zuckerfaktoren hat man bisher in der Literatur 
nur die Ergebnisse tiber die Bestimmung des Reduktionswertes aus 
dem Wasserauszug der Haut berichtet. Die Werte zeigen jedoch 
bei den einzelnen Untersuchern keine Ubereinstimmung. Alle 
betreffenden Autoren geben je verschiedene Ergebnisse des Reduk- 
tionswertes mit mehr oder weniger grossen Schwankungen bekannt. 

Nachfolgend werden die vom Verf. erreichten Werte an freiem 
tatsachlichem Zucker, die den sog. Reduktionswerten der einzelnen 
Zuckerkomponente entsprechen diirften, mit denen von anderen 
Autoren angegebenen Reduktionswerten der Haut verglichen. 
(Tabelle III.) 

Hier kénnten eigentlich die bei der Bestimmung des Haut- 
zuckers reduzierenden Substanzen mitbestimmt werden. Aber weil 
der von mir gemessene freie Zucker der Haut der wirkliche Zucker- 
wert ist, so sind hier keine reduzierenden Substanzen mitbestimmt. 
Dieser freie, wirkliche Zucker der Haut bei normalen Kaninchen 
betrug aber etwa 2 mal hdhere Werte als bei den anderen Autoren. 
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TABELLE III. 


Reduktionswert der 


Untersucher Versuchstierarten Haut (*) od. freier, Blutzneker 
wirklicher Zucker mg% 
der Haut (©) mg% 

1. Palmer Hund Sm G) 110 


(ohne Andsthesie) 


Hund 


€ o A 

2. Folin (mit Anisthesie) 67 84 
3. Urbach Kaninchen <a Ne 107 
4. Tukada Kaninchen 4133 105 
aa YA Kaninchen Aq11 105 
6. Verfasser Kaninchen ©248 94 


Dass sich bei anderen Autoren so betrachtlich niedrigere Werte 
ergaben, kommt vielleicht daher, dass man dabei Wasserausziige 
benutzte, was fiir die Extraktion ungeniigend war. Im Gegensatz 
dazu wurden die Hautstiicke vom Verf. (nach Yamamotoscher 
Methode) unter Einwirkung von Saéure und Lauge zu vollstandig 
klarer Losung gebracht, um im Hautgewebe eingeschlossene einzelne 
Zuckerfaktoren, d. h. freien Zucker, Glykogen und hydrolysierbaren 
Zucker, freizulegen. Auf diese Weise kann immer der wahre 
Gehalt der Zuckerfaktoren erreicht werden. Es legen in der 
Literatur nur sparliche Verdffentlichungen iiber den Glykogen- 
gehalt vor, ausgenommen Folin, der iiber Hundehaut, und Dittmar, 
der tiber Rattenhaut berichtet. 


2. Die Hautzuckerbilder bei verschiedenen Tieren. 

Es handelt sich um vergleichende Versuche, bei denen die 
Hautzuckerbilder bei Kaninchen, Huhn, Taube, Meerschweinchen, 
Ratte, Maus, Frosch und Kroéte miteinander verglichen wurden, um 
dann die Zuekerbilder der Leber und des Skelettmuskels des 
einzelnen Tieres gegeniiberzustellen. Die erreichten Resultate zeigt 


Tabelle IV. 
Wie Tabelle IV zeigt, sind bei sowohl Gesamtkohlehydrat als 
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TABELLE LV. 
Die Zuckerbilder der Laber, des Skelettmuskels und der Haut 
bei verschiedenen Tierarten. 


Tierarten Datum eit aOR fs pee eee Glykogen 
Gewebe mg% mg% mg% mg Zo 
. : L 3996 | 996 410 | 2590 
Kaninchen | 10/19 M 870 260 200 410 
H 554 254 207 | 93 
6 3046 1980 316 750 
Huhn 31/10 M 500 250 162 88 
H 500 194 206 100 
i 4920 1622 394 2904 
Taube 30/11 M 1532 202 320 1010 
H 480 200 198 82 
L 4110 1110 476 2524 
Ratte 19/9 M 684 240 204 220 
H 516 212 200 104 
¥ 1432 544 404 484 
ah 25/12 M 676 236 208 232 
H 420 146 180 94 
18 5540 3940 688 912 
Maus. 15/9 M 688 288 | 296 104 
H 520 236 210 74 
L 5814 3150 728 1846 
Frosch 15/7 M 760 160 140 440 
H 666 266 264 136 
L 10660 3240 | 3832 | 3498 
Krite 20/7 M 1332 922 510 | 600 
H 666 299 328 116 


L=Leber. M =Skerettmuskel. H= Haut. 
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auch bei einzelnen Zuckerkomponenten der Haut bei verschiedenen 
Tieren die Werte ausnahmslos annihernd gleich, was auffallend ist. 
Die Gesamtkohlehydratwerte der Haut liegen zwischen dem 
Minimalwert bei Meerschweinchen von 420 mg% und Maximalwert 
bei Krote von 666mg%. Auch bei einzelnen Zuckerkomponenten 
_der Haut von verschiedenen Tieren betrugen die hydrolysierbaren 
Zuckerwerte nur bei Kréte und Frosch die abnorme Héhe von 
ungefahr 300 mg%, bei allen sonstigen Tieren ergaben die Werte 
etwa 200 mg%. 

Weiter werden die Zuckerbilder der Haut mit den Zucker- 
bildern der Leber und des Skelettmuskels bei einzelnem Tier ver- 
glichen. Es ist dabei interessant, dass die Zuckerbilder der Leber 
und des Muskels sowohl bei Gesamtkohlehydrat als auch bei 
einzelnen Zuckerkomponenten betrachtliche Schwankungen zeigen, 
wahrend sie bei den Zuckerbildern der Haut aller Tiere sehr gering 
sind. Aus dieser Tatsache lasst sich erkennen, dass die Funktion 
der Haut gegentiber Kohlehydratstoffwechsel bei Tieren fast keine 
Verschiedenheiten zeigt, wahrend die Funktion der Leber oder des 
Skelettmuskels ziemlich deutliche Unterschiede aufweist. 


3. Die Hautzuckerbilder bei hungernden Kaninchen. 

Es wurden Bestimmungsuntersuchungen vorgenommen, bei 
denen die Hautzuckerbilder des hungernden Kaninchens in der 
ersten Periode (4-5. Hungertag) und in der spiateren (7.-8. 
Hungertag) gemessen wurden. (Tabelle V) 

In der ersten Halfte der Hungerperiode (4.-5. Hungertag) 
erkennt man bei den Zuckerbildern an den Werten von Gesamt- 
kohlehydrat, Glykogen, wirklichem und hydrolysierbarem Zucker 
keine Veranderungen. Aber in der spateren Periode (7-8. 
Hungertag) zeigte sich bei dem wirkliche, freien Zuckergehalt der 
Kaninchenhaut eine ziemlich deutliche Abnahme (46,2%), beim 
Gesamtkohlehydrat 15%, beim Glykogengehalt 27%. Dabei bleibt 

aber der hydrolysierbare Zuckergehalt der Haut immer unver- 

andert. 

4. Die Einfliisse der Zuckerinfusion auf die Hautzuckerbilder. 
Dem Kaninchen wurde 10cem 20%iger Glukoselésung (2¢ 
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pro kg) intravends injiziert. Die Hautstiicke wurden zuerst vor 
und dann nach der Injektion (1 und 2 Stunden, 14 und 2 Stunden, 
14% und 3 Stunden oder 14 und 3 Stunden nach der Injektion) 
zur Bestimmung der Hautzuckerbilder herausgesechnitten. Gleich- 
falls wurden auch die Zuckerbilder beim Skelettmuskel zum Ver- 


> TABELLE VI (A). 


Der Zuckerspiegel der Haut bei normalen Kaninchen nach 
Glukoselésunginfusion. 
(20% Glukoselésung pro kilo 10 cem intravends. ) 


| 
| 
} 
| 
| 


ae Zeit der see | 3 we | So owls Bc : 
gewicht a os em rN a a 3 =| 
1 eae 510 296 | 204 80 89 
1,83 nach 60 Min. 704 398 196 int | ots 
2 Vor 544 258 192 94 90 
nach 30 Min. 570 264. 202 104 364 
2,06 nach 120 Min. ses | 494 | 202 | 132 | 203 
3 Vor 553 | 930 | 995 98 92 
nach 60 Min. 780 420 238 122 346 
2,00 | nach 120 Min. 762 390 242 130 254 
4 Vor 524 234 190 100 101 
nach 90 Min. 760 440 184 136 334 
2,00 nach180 Min, | 640 326 184 132 | 194 
5 Vor 500 216 12, «72 90 
nach 30 Min. 550 266 208 76 400 
1,93 nach 180 Min. 606 298 198 110 170 
6 Vor 532 248 194 90 90 
nach 60 Min, 734 | 384 208 142 
1,75 nach 120 Min, 650 328 196 126 
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TABELLE VI (B). 


Durehschnittswerte des Zuckers der Haut bei normalen Kaninchen 
nach Glukoselosunginfusion. 


Gesamt- Freier Hydrolys. Blut- 
Zeit der Kohlehyd. Zucker Zucker Glykogen zucker 
Zucker- : 

infusion a we u wz S Ss s | 338s S 1s 

j : Ss SS 
(Minuten ) . x ES a 5 a > fe alae? 
5 ie 5 NS 5 N iS N SS 

Vor 522 PM 202 83 90 
nach 30 Min. | 560 7 265 12 205 ili 90 8 | 382 | 324 

Vor 530 234 207 39 89 


nach 60 Min, | 740 40 401 a 214 3 125 40 329 | 269 


Vor 524 234 190 100 101 


nach 90 Min, | 760 44 440 88 184 0 136 36 | 334 | 231 


Vor 042 245 203 94 90 


nach 120 Min.| 746 35 404 65 213 4 TN) 37 | 229 | 154 


Vor 512 225 201 86 96 


nach 180 Min.| 614 21 302 34 TOT 0 127 41 | 182} 90-7 


Z.P.=Zunahme Prozent. 


gleich festgestellt. Die Resultate zeigt Tabelle VI. (Anm. Bei allen 
Tieren wurden die gleichen Skelettmuskeln der hinteren wie 
vorderen Extremitaten zu Untersuchung verwendet. ) 

Mit eimer intravendsen Injektion der Glukoselésung (2¢ pro 
kg) erkennt man bei hydrolysierbaren Zuckerwerten sowohl an der 
Haut als auch am Skelettmuskel keine Anderungen, wahrend die 
Werte bei freiem Zucker und bei Glykogen der Haut wie des 
Muskels betrachtlich zunahmen. So ist bei freiem Zucker (der 
Haut wie des Muskels) 14 Stunde nach der Infusion geringe, aber 
1 Stunde danach deutliche (bei der Haut) oder ziemlich deutliche 
(beim Muskel) Vermehrung wahrzunehmen. Und so erreichten die 
Werte sowohl bei der Haut als auch beim Muckel 1-2 Stunden 
nach der Infusion ihre Maximalwerte. Dann beginnen sie séwohl 
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TABELLE VI (C). 


Der Zuckerspiegel des Skerettmuskels bei normalen Kaninchen 
nach der Glukoselésunginfusion. 
(20% Glukoselésung pro kilo 10 cem intravends.) 
(Mittelwerte bei je 2 Kaninchen.) 


’ rekon eiadies Freier Zucker eh Glykogen 
fasion me% |Z.P.%| me% |Z.P. % EO ZP.%| mg% |Z.P. % 
Vor 820 184 140 i 376 alia 

nach 30 Min. 884 7 ‘ 209 13 150 7 400 2 6 . 
Vor 753 959 ; 150 344 

nach 60 Min. 874 46 340 31 144 390 13 

nach 120 Min. 915 21 p 325 25 ; 140 470 37 
Vor 802 | 270 : 182 350 

nach 180 Min. | 1023 27 321 19 : 191 4 511 46 


Z.P.=Zunahme Prozent. 


bei der Haut als auch beim Muskel 3 Stunden nach der Injektion 
abzusinken. Beim Vergleich der maximalen Werte des freien 
Zuekers zeigte sich der Wert bei der Haut 2 mal hoher als der 
beim Muskel. 

Beim Glykogenwert ist die Vermehrung erst 1 Stunde nach 
der Zuckerinfusion wahrzunehmen. Die Prozente der Zunahme 
sind bei der Haut nicht so sechwankend, und sie betragen binnen 
1-3 Stunden nach der Injektion ungefaihr 40%. Beim Skelett- 
muskel nehmen die Werte aber mit der Zeit zu, was 3 Stunden 
lang andauert. Zwar ist der Zunahmeprozentsatz 1 Stunde-nach 
der Injektion bei der Haut grésser, und 2 Stunden danach beim 
Muskel grésser. Bei beiden Fallen ist der maximale Zunahme- 
prozentsatz ganz gleich, er betrug 40%. 

Aus diesen Ergebnissen kann man schliessen, dass die Zucker- 
regulierungsfunktion bei der Haut starker ist als beim Muskel 
(Kaninchen). in | 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die bisher in der Literatur als Hautzucker bezeichneten 
Werte sind nur die Reduktionswerte, welche aus dem Wasserauszug 
der Haut extrahiert werden. Der Verfasser hat in Anwendung 
der Yamamoto’sehen Methode bei Kaninchen Messungsversuche 
vorgenommen, um die Werte von Gesamtkohlehydrat, freiem 
Zucker, hydrolysierbarem Zucker und Glykogen beim normalen bzw. 
abnormalen Kohlehydratstoffwechsel zu bestimmen. 

2. An Hautzuckerspiegeln von verschiedenen K6rperpartien 
(Ricken, Bauch und Schenkel) sind beim normalen Kaninehen nur 
wenige Schwankungen nachzuweisen. Die Werte des Hautzucker- 
spiegels stellten sich durchschnittlich wie folgt: 


Gesamtkohlehydrat 533 mg%, freier Zucker 247 mg%, 
hydrolysierbarer Zucker 206 mg%, Glykogen 79 mg%. 


3. Aus analysierenden Versuchen der Zuckerbilder der Haut, 
der Leber und des Skelettmuskels bei Kaninchen, Huhn, Taube, 
Meerschweinchen, Ratte, Maus, Frosch und Kréte ergab sich, dass 
die Werte bei der Leber und dem Muskel sowohl an Gesamtkohle- 
hydrat als auch an einzelnen Zuckerkomponenten je nach den Arten 
der Tiere ausgeprigte Schwankungen zeigen, wahrend bei der Haut 
der Gesamtkohlehydrat sowie die einzelne Komponente nur geringe 
Schwankungen aufweisen. 

4. Bei hungernden Kaninchen zeigten die Hautzuckerbilder 
in der ersten Halfte der Hungerperiode (4—5. Hungertag) keine 
Anderungen gegentiber den normalen Tieren. In den spateren 
Stadien (7.-8. Hungertag) erwies sich der freie Zuckergehalt der 
Haut um 49% niedriger als der bei Kontrolltieren. Wahrend die 
Werte beim Glykogengehalt um 27%, Gesamtkohlehydrat um 28% 
niedriger waren, blieb der Gehalt an hydrolysierbarem Zucker 
unverandert. | 

5. Bei der intravenésen Injektion von Glukoselésung (2 g pro 
kg) erkennt man an hydrolysierbarem Zuckergehalt sowohl bei der 
Haut als auch bei dem Muskel keine Anderungen, wahrend an 
freiem Zucker- und Glykogengehalt (der Haut und des Muskels) 
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Vermehrungen in grésserem Masse wahrzunehmen sind. Und so 
erreichte die Zunahmekurve des freien Zuckers der Haut wie des 
Muskels 1-2 Stunden nach der Zuckerinfusion ihre maximale Hohe, 
um dann 3 Stunden nach der Infusion ziemlich deutliches Absinken 
zu zeigen. Der maximale Zunahmeprozentsatz war bei der Haut 
2 mal héher als beim Muskel. Die Zunahmekurven des Glykogen- 
gehaltes sind bei der Haut und beim Muskel nicht verschieden, 
wobei die Zunahme 40% betragt. Aber die Zeitdauer in der der 
Zunahmeprozess vor sich geht, ist verschieden. 


Es ist eine angenehme Pflicht, Herrn Dr. M. Takeda fiir 
seine stets berdeitwillige Leitung und Herrn Prof. S. Kakiuchi 
(an der Kaiserlichen Universitat zu Tokio) fiir seine Korrekturen 
auch an dieser Stelle meinen Dank auszusprechen. 
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UBER DIE GEWEBEPROTEOLYSE. 


II. Mitteilung. Uber die ereptasefreie Katheptase-Wirkung 
und die katheptische Acyldipeptidase-Wirkung. 


Von 


TOORU SAKAT. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultiit der 
Kaiserlichen Tohoku-Universitét (Sendai) und aus dem Utzino-Laboratorium 
des Instituts fiir Chemische Forschung an der Kaiserlichen Universitit 
Kyoto. Direktor: Prof. Dr. 8S. Utzino.) 


(Eingegangen am 29, Dezember 1942) 


Nachdem bereits iiber die verschiedenen Prozeduren betreffs der 
Unterscheidung unter den Gewebeproteasen von Waldschmidt- 
Leitz und seinen Mitarbeitern (1927 u. 1930) berichtet worden 
war, gelang es Utzino und dem Verf. (1941) mit gutem Erfolg, 
ein sehr einfaches Saéure- und Alkali-Verfahren zur Unterscheidung 
zwischen Katheptase und Ereptase der Schweineleber aufzufinden. 
Die Arbeit wurde schon kurz verdffentlicht, obwohl nur einzelne 
Substrate bei den Versuchen mit Schweineleber zur Verfiigung 
standen. Darauf hin hat auch Hirooka (1942) die Spaltung der 
Peptonkorper verschiedener Herkunft durch ereptasefreie Kapthep- 
tase beobachtet. 

In der weiteren Fortfiihrung dieser Forschung hat sich Verf. 
hier unter Leitung von Prof. Dr. Utzino mit dem Studium der 
Trennung dieses sauren oder alkalischen Proteasensystems der 
Leber, Niere und Milz des Schweines unter Anwendung ver- 
schiedener Substrate beschaftigt, um weiter in die Spezifitatsfrage 
dieser Proteasen einzugehen. 

Um der Ereptasewirkung vorzubeugen, bewahrte man die 
Gewebemazeration bei Pu 4 und bei 37°C 40 Min. lang auf und 
priifte das Enzym-Priparat auf seine Aktivitiit bei Pa 4,5; im 
Gegensatz zu dieser Prozedur kam die Alkali-Behandlung der 
Mazeration bei Pu 9,5 und bei 37°C 60 Min. lang zur Gewinnung 
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der katheptasefreien Ereptase der Gewebe. Das Leberpraparat, 
bei dem die Ereptase-Wirkung nach der Saurebehandlung nicht 
beobachtet werden konnte, vermag noch in deutlichem Grade Casein, 
Albumine, Edestin neben Gelatine anzugreifen und diese Wirkung 
wurde stark durch den Cystein-Zusatz aktiviert (Tabelle I). Das 
Enzym war nur nach der Cysteinaktivierung imstande, das Fibrin 
zu hydrolysieren. Auf Grund dieser Ergebnisse kann man wohl 
mit Sicherheit die ereptasefreie Kathepsin-Wirkung des mit Saure 
behandelten Leberpraparats annehmen (Tabelle I). Die hier 
gepriiften Peptonpraparate der verschiedensten Firmen wurden 
auch durch dieses ereptasefreie Leberpriparat bei Pu 4,5 ange- 
griffen und noch etwas starker nach der Cysteinaktivierung 
(Tabelle I). Die sehwankenden Werte der Spaltung modgen wohl 
von den verschiedenen Abbaustufen der kaéuflichen Peptonarten 
herrthren. Das Witte-Pepton zeigte einen starken Hydrolysen- 
wert besonders nach dem Cysteinzusatz. Dies kommt vielleicht 
daher, dass das Witte-Pepton eine héhere Abbaustufe als andere 
Peptone hat. Das Gelato-Pepton (Chen et al., 1940) hat man als 
Abbauprodukt aus dem Gelatine-Digestat bei Pu 2,0 dureh Aceton- 
zusatz ausgefallt, nachdem die Spaltung nach wiederholter Diges- 
tion mit erneutem Zusatz der Magenmucosa-Mazeration den maxi- 
malen Wert erreicht hatte (Tabelle I). Diese Beobachtunge der 
katheptischen Peptonspaltung erinnert an die vorangegangene 
Angabe (Utzino und Sakai, 1941) und eine diesbeziigliche 
Mitteilung diirfte demniachst verdffentlicht werden. Hier sei 
besonders hervorgehoben, dass das Enzympraparat nur Benzoyl- 
diglyein bei Pu 4,5 hydrolysieren konnte, wahrend sich Diglyein, 
Leucyldiglycin, Hippursdure, Chloracetylphenylalanin, Chloracety]- 
leucin und Bromisoeapronylglycin diesem katheptischen Enzym 
gegentiber sehr widerstandsfahig erwiesen (Labelle I). Auf 
Grund dieser Ergebnisse méchte man wohl mit grésster Wahrsehein- 
lichkeit die Annahme bestiatigen, dass man durch das Saure-Ver- 
fahren bei Pu 4 und bei 37°C (40 Min. lang) eine Ausschaltung 
der Ereptase-Wirkung erzielen kann und dass in dem nach dieser 
Prozedur gewonnenen Enzympraparat nur die Katheptase-Wirkung 
erhalten bleibt, die eine saure Proteinase-Wirkung (Kathepsin im 
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engeren Sinne), eine saure Peptonase-Wirkung (vorldufig schlecht- 
weg Kathopeptonase) und eine Karboxypeptidase-Wirkung (Acyl- 
dipeptidase) zeigen kann. Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen 
bewahrte man die Lebermazeration bei Pu 9,5 und 37°C eine 
Stunde lang auf, um die Ausschaltung der Katheptase-Wirkung 
der Schweineleber zu bestitigen. In guter Ubereinstimmung mit 
der friiheren Angabe (1941) erwies sich das behandelte Enzym- 
praparat bei Pu 4,5 als inaktiv gegentiber Gelatine, Witte-Pepton 
und Benzoyldiglycin, wahrend es Pepton, Leucyldiglycin, Diglycin, 
Benzoyldiglycin, Benzoylglycin, Chloracetylleucin und Chloracetyl- 
phenylalanin bei Pu 7,2 im deutlichen Grade anzugreifen ver- 
mochte, nicht aber Bromisocapronylglycin (Tabelle II). Der 
Cysteinzusatz blieb ohne Hinfluss auf die Benzoyldiglycin-Spaltung 
bei Pu 7,2 durch das Leberenzym. Um diese ereptasefreie Kathep- 
tase-Wirkung auch in den anderen Organen zu bestitigen, wurden 
Mazerationen von Schweineniere und Schweinemilz dem Séure- 
Verfahren bei Pu 4 unterworfen und dann auf ihre Aktivitat bei 
Pu 4,5 und bei Pu 7,5 hin gepruft. Genau wie erwartet, konnte 
man in diesen Praparaten nur die katheptische Peptonase- und 
Karboxypeptidase-Wirkung bei Pu 4,5 konstatieren, wahrend die 
Ereptase-Wirkung vollstandig vermisst wurde (Tabelle III, IV u. 
V). Hier sei kurz erwahnt, dass das Nierenpraéparat auch nach 
dem Alkali-Verfahren eine starke Hippurase-Wirkung bei Pu 7,5, 
nicht aber bei Pu 4,5 aufwies. Merkwiirdigerweise muss betont 
werden, dass die Benzoyldiglycin-Spaltung durch dieses ereptase- 
freie Milzpulver bei Pu 4,5 nach Zusatz von Cystein oder H2S 
deutlich aktiviert werden konnte, wahrend der Cysteinzusatz die 
Hydrolyse durch das Leberpraparat fast nicht beeinflusste, wie dies 
friiher (1941) bereits gesagt wurde (Tabelle I u. V). Die Beo- 
bachtung, dass diese Karboxypeptidase-Wirkung nicht nur bei Pu 
4.5 auftritt, sondern auch durch Cysteimzusatz aktivierbar ist, 
diirfte wohl fiir die Annahme sprechen, dass diese Karboxypepti- 
dase katheptischer Natur ist, die sich nach den folgenden Ergeb- 
nissen als Acyldipeptidase erweist. Zuletzt kommt die Spaltungs- 
stelle des Benzoyldiglycins durch die ereptasefreie Katheptase 
verschiedener Organpraparate in Frage. Wie schon durch Utzino 
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und Sakai (1941) berichtet wurde, konnte man auch hier Hippur- 
siure aus dem Benzoyldiglycin-Digestat mit der Leberkatheptase 
isolieren und auch dieselbe Sdiure aus dem Digestat bei Pu 4,5 mit 
der Milz- und der Nieren-Katheptase, die sich als ereptasefrei erwies 
(Tabelle VI, VIL u. VIII). Hiermit hat Verf. in guter Uber- 
einstimmung mit der vorangegangenen Angabe, die Acyldipeptidase 
in der katheptischen Karboxypeptidase-Wirkung der Leber, Milz 
und Niere bestatigt. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Durch das Saéure-Verfahren (Pu 4, 37°C 40 Min.) wurde 
die Ausschaltung der Ereptase-Wirkung der Leber, Niere und Milz 
des Schweins erzielt und die ereptasefreie Katheptase-Fraktion 
gewonnen. Diese Fraktion vermag Proteine wie Gelatine, Casein, 
Albumine und Edestin und ebenfalls Peptone von verschiedener 
Herkunft anzugreifen und die Spaltung wurde durch den Cystein- 
zusatz deutlich aktiviert. Diesem Enzympraparat widerstanden 
Diglycin und Leucyldiglyein. 

2. In dieser ereptasefreien Katheptase-Fraktion wurde eine 
Acyldipeptidase-Wirkung bestatigt, da die Hippursaure als Abbau- 
produkt des Benzoyldiglycins isoliert wurde. Das Enzym war 
jedoch nicht imstand, Hippursaure, Chloracetylleucin, Chloracetyl- 
phenylalanin, Bromisocapronylglyein zu hydrolysieren. Merk- 
wiirdigerweise wirkte Cystein aktivierend auf das Milzenzym, nicht 
aber auf das Leberenzym. 

3. Diesem Ergebnis entgegen wurde die Katheptase-Wirkung 
der Schweineleber betreffs der Gelatine, des Witte-Peptons und des 
Benzoyldiglycins durch das Alkaliverfahren (Px 9,5, 37°C 60 Min.) 
vernichtet, wahrend die Hreptase-Wirkung deutlich erhalten blieb, 
die Witte-Pepton, Leucyldiglycin, Diglycin, Hippursaure, Benzoyl- 
diglyein, Chloracetylleucin, Chloracetylphenylalanin nicht aber 
Bromisocapronylglycin bei Pu 7,2 anzugreifen vermag. 

Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle bestens 
gedankt fiir die Gewahrung einer Unterstiitzung zur Anregung 
wissenschaftlicher Forschungen. Prof. Dr. S. Utzino. 
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Experimenteller Teil. 


TABELLE I. 
Ereptasefreie Katheptasewirkung der Schweineleber. 


Nach der Vorschrift der vorangegangenen Abhandlung 
-(Utzino u. Sakai, 1941) zerrieb man Leberbrei (Schwein) gut 
mit der 1,5fachen Volummenge Wasser und kolierte die Mazeration 
durch Gaze. Diese Mazeration liess man nach Einstellen bei Pu 4 
mittels 3%iger Salzsiurelosung bei Pu 37°C 40 Min. lang stehen. 
Darauf wurde die Mazeration bei PH 5 mit 3%iger Natronlauge 
eingestellt und nach der Aceton-Ather-Methode getrocknet. Bei 
den Versuchen kam eine 10%ige Suspension in Wasser zur An- 
wendung. 

Versuchsansatz: 5cem 8%ige Protein-, Pepton- oder 0,2 Mol- 
Peptid-Pufferlosung+11eem Phosphatpuffer+2 cem Enzymlosung 
mit 2eem 0,1 Mol Cysteinlosung oder mit 2cem Wasser zur 
Kontrolle+ Toluol; digeriert bei 37°C. 

Fiir die Aktivierung der katheptischen Wirkung liess man 
je 2cem Enzym-Suspension mit 2 cem 0,1 Mol Cystein HCl-Lésung 
(neutralisiert) bei PH 6 und 87°C 30 Min. lang stehen. 

Bei den Kontrollversuchen wurden nur 2cem Wasser oder 
Phosphatpuffer anstatt Cysteinlosung hinzugefiigt aber sonst in der 
gleichen Weise wie im Hauptversuche vorgegangen. Zur Priifung 
der ereptischen Wirkung wurden 5cem Substratlosung, 2 ecm 
Enzymloésung und 13 cem Phosphatpuffer verwendet. 

Die Aciditatszunahme in 4 eem Digestat wurde nach Sorensen 
und die Aminostickstoffzunahme in 2cem Digestat nach Van 
Slyke bestimmt. Die Kontrollwerte sind von den Hauptversuchs- 
werten abgezogen und die Differenzwerte in Tabellen angegeben. 
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TABELLE II. 
Katheptasefreie Ereptasewirkung der Schweinsleber. 
Anders als bei der Hreptasebefreiung’ wurde hier die Leber- 
mazeration, die mit 1 Teil Leberbrei und mit dem 1,5fachen 
Volumen Wasser bereitet und koliert wurde, nach Hinstellen bei 
~ Pu 9,5 mittels 3%iger Natronlauge bei 37°C 60 Min. lang stehen 
gelassen, um die Katheptasewirkung zu vernichten. 
Versuchsansatz: Ebenso wie in der Tabelle I. 


TABELLE II. 


Aciditaitszunahme in 4 cem Digestit (cem 0,1 n-NaOH) 
(* NHe-N Zunahme in 2 cem (mg)) 


pH 7,2 4,5 (mit Cystein) 
1 i ee ag Me ag tt 24 72 120 

Gelatine (Merck) 0,01 0 0 0 0 0,08 
Pepton (Witte) 0,55 0,73 0,98 0,03 0,08 0,08 
Glyeylglycin 0,75 1,42 1,58 — 
d, l-Leucyldiglycin 0,49 0,59 0,68 — 
Benzoyldiglycin Gop 0.885 1°98 0 0,05 0,08 
Hippursaure 0,05 0,27 0,57 = 
Chloracetyl-l-phenylalanin*) 0,234 0,561 0,56 = 
Chloracety]l-l-leucin*) 0,475 0,493 0,492 = 
Bromisocapronylglycin*) 0 —0,005 0,005 =. 


Um die Frage zu beantworten, ob die ereptische Benzoy]- 
diglycin-Spaltung dureh Cystein-Zusatz gefordert wird oder nicht, 
priifte man hier die Aktivitaét der katheptasefreien Leberereptase 
nach Zusatz von Cystein, indem man einen Ansatz mit 10 ccm 
0,1 Mol-Benzoyldiglycin (als Na-Salz), 6 cem Phosphatpuffer und 
2cem Leberereptaselosung (katheptasefrei), die vorher mit 2 cem 
0,1 Mol-Cysteinlésung bei 37°C und Pu 6 wahrend 30 Min. auf- 
bewahrt wurde, der Digestion bei PH 7,5 unterwarf. Zur Kontrolle 
wurden 2cem Enzymlésung nur mit 2cem Wasser ohne Cystein 
bei Pu 6 und 37°C 30 Min. lang behandelt und im Ansatz ver- 
wendet. Die Aciditiitszunahme in 4 cem Digestat betrug nach 24, 
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72 und 120 Stunden; a) ohne Cystein 0,15, 0,45 und 0,6 und b) 
mit Cystein 0,11, 0,5 und 0,63 cem 0,1 n-NaOH respektive. 


TapBELLE III. 
Ereptasefreie Katheptasewirkung der Schweineneere. 


Nach der Behandlung der Nieren-Wasser-Mazeration, die aus 
1 Teil Schweinenierenbrei und 2 Volumteilen Wasser bestand und 
durch Gaze koliert wurde, bei PH 4 (mit 3% HCl eingestellt) 
und 37°C wahrend 40 Min. wurde das Trockenpraparat nach der 
Aceton-Ather-Methode hergestellt. Beim Gebrauch wurde eine 
10%ige Suspension in Wasser unter guter Zerreibung im Morser 
bereitet. 

Versuchsansatz: 5ecem Pepton- oder 10 cem 0,1 Mol Peptid- 
Losung+2eem Enzymlésung+138 oder 8cem Phosphatpuffer (fiir 
Pu 4,5 und Pu 7,5) respective+ Toluol; digeriert bei 37°C. 


TABELLE III. 


Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat bei pH 4,5 (cem 0,1 n-NaOH) 


pH 4,5 7,5 

Sd) 
Saisbirike a aoe TE Be 24 72, 120 
Pepton (Witte) 0,58 0,88 0,95 0,03 0,05 0,07 
Benzoyldiglycin O08 052 0,34 —0,03 0,02 0,02 
Hippursaure 0 0,02. 0,12 0,02 0 0 
Diglyein -0,01 0,09 0,14 —0,05 0,03 0,13 
(Nach Alkali-Behandlung) (pH 4,5) (pH 7,2) 
Hippursiure*) 0,05 0,02 0,05 1,25 1,74 1,84 


*) Zur Probe der Alkalibestiindigkeit der Nierenereptase oder der Aus- 
schaltung der Nierenkatheptase des Schweins durch das Alkali-Verfahren 
wurde die Nierenmazeration bei PH 9,5 (mit NaOH) und 37°C 60 Min. lang 
stehen gelassen und getrocknet. Diese Trockenpriparat priifte man auf seine 
Ereptase-Aktivitait bei PH 7,2 und auch auf die Katheptase-Aktivitat bei Pu 4,5 
fiir Hippursaure hin unter den gleichen Ansatzbedingungen, 
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TABELLE IV. 
Ereptasefreie Katheptasewirkung der Schweinemilz. 
Durch das Séure-Verfahren bei Pu 4 und 37°C wahrend 
40 Min. wurde ein Trockenpraparat aus Milzmazeration des 
Schweins in derselben Weise wie in der Tabelle III bereitet. Eine 
10%ige Suspension kam als Enzym zur Verwendung. 
Versuchsansatz: Ebenso wie in der Tabelle III. 


TABELLE IV. 


Acidititszunahme in 4 cem Digestat (eem 0,1 n-NaOH) 


pH 4,5 Tap 
Zeit (Std. ) ‘ ¢ ‘ 
ss baa 24 72 120 24 72 120 
Pepton (Witte) 0,62 0,87 0,95 0,07 0,08 0,05 
Benzoyldiglyein 0,25 0,68 0,79 0 —0,05 —0,05 
Hippursadure 0,05 0,05 0,08 0,02 0 0 
Diglycin —0,05 0,03 0,01 0,08°°- 0 0,03 
TABELLE V. 


Einfluss des Cystein- oder Schwefelwasserstoffzusatzes 
auf die ereptasefreie Milzkathepsin-Wirkung. 

Zur Priifung der Wirkung des Zusatzstoffes wurden je 0,2 g 
ereptasefreies Milzpulver (in Tabelle IV angegeben) in 2 ccm 
Wasser mit 2 ccm 0,1 Mol-Cystein-HCl-Lésung bei Po 4 und 37°C 
30 Min. lang stehen gelassen oder mit 2cem Wasser versetzt und 
30 Min. lang bei Zimmertemperatur mit SH»2-Gas durchstromt. 

Zur Kontrolle liess man 2 ecm Milzpulver-Suspension nur mit 
2eem Wasser bei 37°C 30 Min. lang stehen. 

Versuchsansatz: 5cem 8%ige Pepton- oder 10 ccm 0,1 Mol 
Benzoyldiglycinlésung+4 ecm Enzym-Cystein-, Enzym-Schwefel- 
wasserstoff-Lésung oder Enzym-Wasser (Kontrolle) +11 cem oder 
6 cem Phosphatpuffer+Toluol; bei Pu 4,5 und 37°C digeriert. 
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TJABELLE V. 


Aciditiitszunahme in 4 cem Digestat bei Pa 4,5 (cem 0.1 n-NaOH) 


ie: Poe et See Pepton KB Benzoyldiglyein 
Gasatestette Zeit (Std.) 24 72 120 e472 «120° 
ohne Zusatz (Kontrolle) ! O75" STs Pea 23s: 0538°7 205584 ** 0373 
Ro i¢ | ay 1,63 1,83 O85) 2 aio eES 
H2S 1509" iether yat as) 1,8 1,73 


TPABWUED Vale 


Benzoyldiglycin-Spaltung durch die ereptasefreie Katheptase 
der Schweineleber und Isolierung des 
Spaltungsproduktes. 


100 cem 0,05 Mol Benzoyldiglycin-Lésung (als Na-Salz geldst 
und dann bei Pu 4,5 mit Essigsdéure korrigiert) und 2 g ereptase- 
freies Leberpulver in 10cem Wasser wurden mit Essigsaure bei 
Pu 4,5 eingestellt und bei 37°C unter Toluol digeriert. Da die 
Leber-Katheptase in einem vollaktiven- Zustand gegeniiber diesem 
Substrate auftrat, benutzte man hier das Enzym ohne Cystein. 
Nach 5tagiger Digestion fiigte man weiter 10 cem Enzym-Suspen- 
sion (2 g ereptasefreies Leberpulver) dem Digestat hinzu. Kontrolle 
mit Enzym ohne Substrat im gleichen Verhialtnis. 


TABELLE VI. 


Aciditatszunahme in 4 cem Digestat (cem 0,1 n-NaOH) 


Zeit Hauptversuch Kontrolle Zunahme - 
Sofort 1,15 0,63 
5 Tage 2,6 1,4 “0,72 
Zweiter Zusatz. 
Sofort 2,93 1,8 
5 Tage 4,0 2,43 0,44 


Nach der zweiten Digestion wurde das Digestat mit Natron- 
lauge alkalisch gegen Curcuma-Papier gemacht, gut umgeriihrt und 
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von der nicht gelésten Substanz durch Faltenfilter abfiltriert. Das 
Filtrat, welches mit verdiinnter Schwefelsiure schwach sauer 
gemacht und auf 20cem auf dem Wasserbade mittels Fons 
eingeengt wurde, liess man nach Ansduern mit H.SO, gegen Kon- 
gorot im Extraktionsapparat mit Ather extrahieren. 

Nach Abdampfen des Athers schied sich eine kristallinische 

~ Masse (Ausbeute 0,24 2) ab, die aus heissem Wasser umkrystallisiert 

wurde. Die Substanz schmolz bei 187°C und die Mischschmelz- 
punktprobe mit der Hippursaure ebenfalls. 

Analyse: 21,5 mg Subst. 5,75 eem 0,02 n-H»SO: (Kjeldahl) 


Ber. CoH ,O3N N 7,82 (a 
Gef. N 7,49% 


TABELLE VII. 


Benzoyldiglycinspaltung durch die ereptasefreie Katheptase der 
Schweinemere und Isolierung des Spaltungsproduktes. 
Ebenso wie bei den Versuchen mit Leber-Katheptase liess man 
hier 2¢@ ereptasefreies Katheptase-Pulver der Schweineniere auf 
100 cem 0,05 Mol-Benzoyldiglycinldsung bei PH 4,5 unter Toluol 
elnwirken. 
Nach dem zweiten Zusatz von 2¢ Enzym in 10 cem Wasser 
zeigte das Digestat nur eine schwache Aciditatszunahme. 


TABELLE VII. 


Aciditiitszunahme in 4 ccm Digestat (cem 0,1 n-NaOH) 


Zeit Hauptversuch Kontrolle Zunahme 
Sofort 1,65 0,55 
5 Tage 3,65 1,15 1,4 


Zweiter Zusatz 
Sofort 4,17 1,83 
5 Tage 5,80 DATES) 0,24 


Das Digestat behandelte man in der gleichen Weise wie im 
Versuch mit Leber-Katheptase und isolierte auch eine kristallinische 
Masse (0,325 2) aus Atherextrakt, die nach dem Umkristallisieren 
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Analyse: 22,5 mg Subst. 6,2 ccm 0,02 n-H2SO, (Kjeldahl) 


Ber. CoHyOsN 
Gef. 


N 7,82% 
N 7,71% 


TABELLE VIII. 


Benzoyldiglycinspaltung durch ereptasefreie Katheptase der 
Schweinemilz und Isolierung des Spaltungsproduktes. 


Zur Isolierung des Spaltungsproduktes wurde der Ansatz mit 
100 cem 0,05 Mol-Benzoyldiglycinlésung und 1g ereptasefreiem 
Milzpulver in 10 cem Wasser bei Pu 4,5 unter Toluol digeriert. 

Nach Ablauf der Digestion mit dem zweiten Enzymzusatz 
isoherte man das Abbauprodukt nach der angegebenen Prozedur 


(Ausbeute 0,275 ¢). 


Die kristallinische 


Substanz schmolz bei 


187°C und die Probe mit der reinen Hippursaéure zeigte keine 


Depression. 


Analyse: 43,5 mg Subst. 11,75 ecm 0,02 n-H2SO. (Kjeldahl) 


Ber. CoH OsN 
Gef. 


N 7,82% 
N 7,56% 


Acidititszunahme in 4 cem Digestat (cem 0,1 n-NaOH) 


Zeit Hauptversuch Kontrolle Zunahme’ 
Sofort rah 0,55 
5 Tage 35 1,45 1,4 
Zweiter Zusatz 
Sofort 3,47 1,67 
5 Tage 4,67 2,73 0,14 
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(Received for publication, January 30, 1943) 


Several polysaccharides from glycoproteins have recently been 
demonstrated by our collaborators* to consume much less amount 
of iodine (the method of Cajori and that of Macleod and 
Robison) than that calculated from their reducing power, when 
expressed in terms of glucose, on ferricyanide. They were the 
ones which possess most likely acetylhexosamine as such at the 
reducing end of the molecule. The amide-linkage of acetyl- 
hexosamine is quite stable against the alkalinity grades, that were 
chosen by the devisers of those iodine methods. Iodine consumed 
by the polysaccharides therefore denotes the number of aldehyde 
radicals in them as in ordinary sugars. On the contrary, the reduc- 


* Dr. Osaki found that mucoitin [LXX report (Osaki and Hase- 
gawa) of this series of investigation] reduced ferricyanide to the extent of 
5.21% of glucose in contradistinction to its iodine consumption (Cajori 
method) which amounted to only 2.38% of glucose and that chondroitinsulfurie 
acid (LXIX report by Masamune and Osaki) reduced ferricyanide and 
iodine to the extents of 12.18 and 1.74% of glucose respectively. 

Moreover, according to Dr. Asagi, blood group A substance from pig 
gastric mucus [Sp. 2. LXIII report by Kobayasi (1941, ii)] can reduce only 
6.1% of iodine that glucose does (Macleod and Robison method), whereas 
its reducing power on ferricyanide was seen by Dr. Kobayasi to correspond 
to 10.5% of that of glucose. The molecular weight of this substance might be 
assumed to be close to 3000, about double the value obtained by the latter 


author (1941, i). 
. Masamune. 
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tion power of ferricyanide depends generally on the structure of 
carbohydrates (cf. f. i. Masamune and Tanabe). 

With regard to the carbohydrates of ovo- and sero-mucoid, 
which are polysaccharides resembling those above in the terminal 
constitution of molecule, the writer measured firstly (1941, 1 and 
ii) their ferricyanide-reducing force for the estimate of the mole- 
cular weight, due to the shortage of material. To check the possibly 
erroneous values thereby given, the attempt has been repeated in 
this report. 

New specimens were prepared for the present experiment. 
They contained hexose and N in quantities similar to those of the 
former preparatins. Quite unexpectedly, however, the iodine con- 
sumption amounted to 0.093 aldehyde equivalent in the ovomucoid- 
polysaccharide and to 0.11 aldehyde equivalent in the seromucoid- 
polysaccharide, both expressed as glucose. The figures are nearly 
in accord with the extents of ferricyanide reduction by these 
earbohydrates (9.0-11.7% and 12% respectively of glucose). In 
other words, the molecular weights already reported are considered 
tenable. 


EXPERIMENTAL. 
Preparations of the Carbohydrates of Ovo- and Serum-mucoid. 
The procedures were the same as previously employed. The 
preparation of ovomucoid contained 39.5% mannose (iodole 
method) and 4.2% N and the one from seromucoid 54.7% hexose 


(as an equivalent mixture.of galactose and mannose; indole method) 
and 3.2% N. 


Iodine Consumption* of Acetylglucosamine and the Carbo- 
hydrates from the Mucoids (the Macleod and 
Robison method). 


* To 3 ce. of a carbohydrate solution in a flask were added 3 cc. of 0.02 n. 


iodine solution and 0.2 ce. of 5% NasCOs solution in turn. The flask was 
stoppered and immersed quickly in a water bath at 21°C(dark room) and acidi- 
fied after 30 minutes with 0.5 n. H2SO;. The titration was made with 0.005 n. 
sodium thiosulfate solution. In this way accurate values are given only within 
the quantities of carbohydrate which reduce 0.55-1 ec. of the iodine solution. 
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1. Acetylgucosamine. 
It used iodine amounting to 1.02 aldehyde equivalents. 


2. Ovomucoid-carbohydrate. 


Substance n/50 iodine used 
14.4 mgms, 0.77 ce. 


This amount of iodine corresponds to 9.3% of that reduced by 
glucose. 
3. Seromucoid-carbohydrate. 


Substance n/50 iodine used 
9.0 mgms. 0.60 ce. 


The iodine quantity used amounts to 11% of that reduced by 
glucose. 

The expenses of this work were defrayed by a grant from the 
Foundation for Promotion of Scientific and Industrial Research of 
Japan and that bestowed by the Grant Committee for Scientific 
Researches of the Education Department. 
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BIOCHEMICAL STUDIES ON CARBOHYDRATES. 


LXXXI. Chondrosin. 
Third Report: On so-called Chondridin. 


By 


TETU KOBAYASTI. 


(From the Medico-Chemical Institute, Tohoku Imperial University, 
Sendai. Director: Prof. H. Masamune.) 


(Received for publication January 30, 1943) 


According to Hebting, who isolated “chondridin” for the 
first time, this compound has the composition Cy2H»3NOj., involv- 
ing one more molecule of water than chondrosin of Schmiede- 
berg.” It was obtained in a erystalline form and had a strong 
reducing power. For these reasons, he gave it the special name 
mentioned to distinguish it from chondrosin. Later on, Levene 
and Loépez-Suarez claimed chondridin to be a lactone of 
chondrosin, because of its content of erystalline water, an ele- 
mentary composition, a furfural yield and the result of alkaline 
titration. 

Following remarks might be made on the descriptions of the 
authors : 

(1) Levene and Lépez-Suarez’s theory of chondrosin lactone 
structure of chondridin conflicts with the finding of Hebting 
that the watery solution of this substance showed a faint acid 
reaction, which has also been demonstrated by us.. Levene and 
Lépez-Suaérez used alizarine as an indicator for the titration and 
stated to have found an increase of acidity, which corresponds to 


1) Schmiedeberg isolated non-crystalline chondrosin sulfate and cal- 
culated the composition of chondrosin from the analytical figures of this salt. 
Other salts of chondrosin hitherto prepared (hydrochloride Levene and La 
Forge, oxalate Hebting) were also amorphous. What is more, no one has 
ever tried to isolate chondrosin in the solid form from its salt which had been 
once separated. 
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the opening of their alleged lactone ring, when they stood a chon- 
dridin solution with an excess of alkali. However, alizarine colour 
changes very gradually in neutralization of a chondridin solution 
and is consequently considered inadequate for this purpose. 

(2) Hebting said that chondrosinethylester-hydrochloride 
is obtainable from chondridin. But notwithstanding that he gave 
the ultimate analytical results and the optical rotatory power of 
the ester hydrochloride obtained from crude chondrosin oxalate, 
he brought forward no proof for the identity of this and the 
derivative from chondridin. Probably the figures of the chon- 
dridin product were similar so that he deemed superfluous to 
give a detail. Nevertheless, of the isometric composition are the 
ester of chondrosin which is glucuronidochondrosamine (cf. Masa- 
mune, Hiyama and Kobayasi) and that of chondrosaminido- 
glucuronic acid, and moreover, he overlooked the occurrence of 
mutarotation in the optical measurement (cf. Masamune and 
Hisamura). Judging from the formula of chondroitin of Masa- 
mune and Osaki, acid hydrolysis is possible from this polysac- 
charide to produce simultaneously both the isomeric disacharides. 

(3) The furfural yield and an elementary composition of 
chondridin, which Levene and Léopez-Suarez determined, also 
can hardly be decisive evidences for their assertion that it is 
a chondrosin derivative. 

After these considerations, we again took up the study of the 
chemical structure of chondridin. Chondridin was prepared accord- 
ing to Hebting. It lost no weight in vacuo at an elevated tem- 
perature, contrary to the statement of Levene and Lépez- 
Suarez. A quantitative analysis of a total and amino nitrogen, 
and several qualitative tests indicated that it is free chondrosin 
or the isomer of chondrosin mentioned or an anhydride of either 
of them with one molecule of very firmly bound crystalline water. 
So we adapted, firstly, the formol titration process to the prepara- 
tion. But, even standing for a long time with an excess of alkali 
did not increase its acidity and the neutral equivalent moreover 
coincided with the molecular weight of chondrosin. The proof for 
its non-lactone nature has thus been established. In order to deter- 
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mine the remaining problem, we oxidized it by taking an advantage 
of mercuric oxide. One of the products was cinchonidine salt of 
glucuronido-tagaturonie acid (cf. Kobayasi, the fourth report) as 
had been obtained from chondrosin oxalate. For the glucuronide 
structure were furnished further arguments by its reducing force 
on iodine (Cajori method) as well as by the positive Ehrlich 
reaction which it gave after being heated with alkaline acetylacetone 
solution. It may be put forward that chondridin is nothing but 
chondrosin free from the acid used for hydrolysis of chondroitin- 
sulfurie acid. We could also separate so-called chondridin from 
chondrosin oxalate by dissolving the latter in water and to this 
solution using the method by which Hebting prepared it from 
the hydrolyte of chondroitinsulfurie acid. By the repetition of the — 
processes, chondrosin oxalate remaining as such was reduced to a 
trace, although the total yield of chondridin was less than the 
theoretical. 


EXPERIMENTAL. 
Preparation of Chondridin and its Properties. 


Chondridin was prepared according to Hebting. The erystal- 
line product was free from ash and not hygroscopic and began to 
become brown at 125°C, decomposing at 185-190°C. It dissolved 
in 100 times the weight of cold water and showed faint acid reaction 
(pH 5.8). It was slightly soluble in 95% alcohol but insoluble 
in absolute aleohol and ether. Hot Fehling’s solution was 
reduced intensively. Ammoniacal silver nitrate solution (the 
Tollens reagent) was reduced moderately in the cold and strongly 
on heating. The Lassaigne test for nitrogen and both naphthore- 
soreinol test and the Molisch test for hexuronie¢ acid were positive. 
Furfural was produced by boiling it with concentrated hydro- 
chloric acid (aniline acetate test). 

From what Levene and Lépez-Suarez recorded, 214 mole- 
cules of crystalline water are removed from chondridin at the tem- 
perature of water vapour under a diminished pressure. But & 
similar treatment (100-110°C, under vacuum) could not cause any 


loss of weight of our product. 
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Amino nitrogen (Van Slyke method). 


Aaa 


7.146 mgms. substance, 0.51 ec. (755 mm., 11°C) Noe, 
CrHaN Ou: Cale. 3.94% 
Found 4.21% 


Total nitrogen (the Dumas micro method). 
3.3195 mgms. substance, 0.117 ce. (758 mm., 23.5°C) Noe. 


CrHaNOn: Cale. 3.94% 
Found 4.05% 


Optical rotatory power! in water. 
At the 25th minute after dissolution 
0.39 x 2.9944 


[alp == = + 52.26°, 
o nd pY0.0214 x ¥.0049 x44, 


and at equilibrium 


lal, 0.37 x 2.9944 — 4.49/38°. 
0.0214 x 1.0049 x 1 


Titration of the Substance with Alkali. 


This was earried out not only with but also without a 
Simultaneous use of formalin. As an indicator, phenolphthalein 
was used. 

(1) With formalin. 

24.160 mgms. of chondridin were dissolved in 25 ce. of re- 
distilled water and 30 cc. of formalin, which had been neutralized 
with 0.05n. NaOH to phenolphthalein, were added and titrated 
thereupon. A blank run was made in parellel for control. 1.217 ee. 
of the NaOH soluton were needed. 

Molecular weight, 

CrHeaNOz: Cale. 355 
Found 367” 

10 ce. of 0.05n. NaOH were then added and the solution was 

left standing for 18 hours (the flask containing the solution was 


1) Hebting: [oleeal. Levene and Lépez-Suéarez: 
Kea -1'60.6". 
2) 0.02416 x 1000/1.817 x 0.05. 
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stoppered; room temperature, 17-19°C) and titrated back with 
0.05n. HCl. The required quantity of the HCl solution did not 
differ from the corresponding quantity in the control. In the 
vessel was suspended a small tube, containing the Nessler reagent, 
but no liberation of ammonia could be detected. Another alkaline 
solution was stood also for a longer duration of time, but the 
“results were the same. 

As further control experiments, gluecosamine- and chondro- 
saminehydrochloride were subjected to a similar operation. In this 
ease, alkaline consumption was always in accord with the caleula- 
tion from hydrochlorie acid bound with the amino-sugars. It is 
plausibly assumed that acid formation from the amino-sugars by 
oxidation of the aldehyde group or by the molecular fission, either 
due to the contact with alkali, did not take place. Ammonia was 
also not liberated. 

(2) Without formalin. 

19.265 mgms. of chondridin were dissolved in 25 ce. of re- 
distilled water and titrated with 0.05». NaOH. 0.734 ce. of the 
alkali was used. Then 10 cc. of the alkali were added and stood 
for 18 hours (a stoppered flask, 17-19°C). This time only 9.005 
ee. of 0.05”. HCl were necessary to titrate the solution to a neutral 
point. Addition of a 10cc. portion of the alkali and standing 
were repeated, but the back titration was completed each time with 
the HCl solution less in quantity than the equivalent to the added 
alkali. A yellow precipitate appeared from the Nessler reagent 
in the tube set up as in (1). The control was run with water in 
place of the chondridin solution. These results appear to suggest 
that disintegration of chondridin occurred in the experiment of 
Levene and Lépez-Suarez. 


Oxidation of Chondridin by means of Mercuric Oxide. 


500 mems. of chondridin were treated with mercuric oxide as 
in the case of chondrosin oxalate (Masamune, Hiyama and 
Kobayasi). The fraction of Lassaigne-negative acids (as 
barium salts), which were produced, amounted to 280 mgms. after 
reprecipitation. It gave naphthoresorcinol test for hexuronic acid 
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and reduced Fehling solution, but did not consume iodine under 
the Cajoricondition. 230 mgms. of it were used for changing into 
cinchonidine salts and 130 mgms. of erystals\in plate form, after 
second purification, and 45megms. of those in needle form were 
yielded. 

The former of the cinchonidine salts melted at 189-190°C and 
showed no depression of the melting point when mixed with the 
corresponding salt from chondrosin oxalate. 4.605mgms. of the 
substance lost 0.890 megms. on drying constant at 100-110°C in 
vacuo. 

C12 H1¢O13 (Cis H22N20 )2+ 13H2O: 


Cale. 19.66% HO 
Found 19.33% H:O 


Analysis of N (the Dumas micro method) : 


3.477 mems. substance, 0.138 ec. (758 mm., 15°C) Ne. 
C12 H16O013 (Cio H22N20) 2+13H20: 
Cale. 4.70% N 
Found 4.69% N 


[a] was — 83.96? (= — 0.675 X 3.3753 


-- ); which coincides 
0.0270 X 1.0043 X1 


with the power of the corresponding product from chondrosin 
oxalate ([a]%——84.15°). 


Iodine Reduction of Chondridin. 


Cajori method was employed to determine iodine reduction 
of chondridin. 


0.17. iodine reduced, as 
aldehyde equivalent of 


pubstanteeaucss) chondridin (C12HsNO:) 


(ee. ) 
10.08 2.95 
9.30 2.95 


The iodine figures nearly agree with that” of chondrosin- 
ethylester hydrochloride as expressed in aldehyde equivalent. 


1) 2.60 (Masamune, Hiyama and Kobayasi). 
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Ehrlich Reaction of Chondridin. 


Hamasato and Akakura method was used, but the sub- 
stance was dissolved in 12.86% saline solution and heated with the 
acetylacetone solution, thus eliminating preliminary hydrolysis. 
The reaction mixture developed a red colour with the dimethyl- 
aminobenzaldehyde solution. 


We were enabled to perform this work by a grant from the 
Foundation for Promotion of Scientific and Industrial Research of 
Japan and that given by the Grant Committee for Scientific 
Researches of the Education Department. 
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STUDIEN UBER DAS ENDOTOXIN VON 
SALMONELLA TYPHI. 


I. Mitteilung: Die Isolierung der antigenen und hoch 
toxischen Substanz aus Salmonella typhi. 


VON 


YOSHIHARU TAKEDA, TATUO OHTA wunp 
MINORU SATO. 


(Aus dem Bakteriologischen Institut der Universitat Taihoku. 
Direkter: Prof. Y. Takeda.) 


(Eingegangen am 30, Januar 1943) 


Wie schon friiher erwahnt wurde, haben Takeda und Ohta” 
eine selbst ausgearbeitete Isolierungsmethode der Acetylpolysac- 
charide an grampositiven Tuberkelbazillen angewandt und in ihrer 
Darstellung guten Erfolg erzielt. Wir haben daher in gleicher 
Absicht zur Gewinnung der Acetylpolysaccharide die gramnega- 
tiven Salmonella typhi nach derselben Methode behandelt. 

Aber entgegen unserer Erwartung erwiesen sich die gewon- 
nenen Polysaccharide nach chemischer Analyse als Komplex- 
Polysaccharide und bei der Hinverleibung in Tiere als Vollantigen 
und zugleich als starke toxische Substanz. Wahrend die Acetyl- 
polysaccharide der Tuberkelbazillen und Tuberkulin, wie schon 
berichtet,” als Hapten gewonnen wurde und atoxisch gegen normale 
Tiere waren. 

Zur Darstellung dieser Substanz aus Salmonella typhi, wie 
aus Tabelle I ersichtlich, wurden die Keime in grosser Menge mit 
0,3%iger Essigsiurelésung bei Zimmertemperatur extrahiert : dabei 
wurde das beigemischte Protein mit Bleicherde an Pu 4,6 adsor- 
biert, wahrend das Endotoxin in den Extrakt zurtickblieb und 
daraus nach Neutralisierung mit Natronlauge mittels Alkohol 
gefallt werden konnte. | 

Das mit Alkohol gefallte Rohtoxin wurde zur Entfernung der 
Begleistoffe einmal mit Hisessig umgefallt und das relativ gerei- 
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TABELLE I. 


Feuchte Bakt 


vy 
Mit 0,3%iger Essigsaiurelosun 


v 
Ext 


erien (628 g) 
g 2mal geschiittelt, extrahiert. 


rakt 


v 


Begleitstoffe adsor] 
an Pu 4,6 (mit 


ylert mit Bleicherde 
Phosphorsaure) 


+ v 
Uberstehende Flissigkeit 


v 
Mit Natronlauge neutralisiert, konzentriert, 
mit Alkohol gefallt. 


Nieder 


In Wasser gelost und filtriert u1 


WW 


‘schlag 


4 
id durch Berkefeldfilter filtriert. 


Konzentriertes Filtrat 


mit Alkohol gefallt. 


Nieder 
| 


schlag 


In Wasser gelodst und einmal 
mit Hisessig gefallt. 


+ 
Niederschlag (Toxin. Nr. 18) 
Hlementaranalyse 


C% 42,00, H%6,47, Asche% 10,34, 
N%1,07 

Biuretreaktion: negativ 
Molischreaktion: positiv 
Minimale lethale Dosis 

gegen Mause: 0,10—-0,15 mg. 
Antigenitat in vivo: positiv 

330 mg Toxin 


Durch 0,2 n-Essigsiure hydrolysiert 


1 
Amorphe Substanz  Polysaccharid 
15 mg N%&% 0,86 
(45%) 
Biuretreaktion: Toxitat: keine 
negativ 


Ninhydrinreaktion: Antigenitat in 


negativ vivo: kéine 
Molische Reaktion: Prazipitation: in 
negativ 1/100,000 positiv 


In Wasser gelost und dreimal mit 
Hisessig gefallt. 


Re 
Niederschlag (Toxin. Nr. 19) 
Elementaranalyse 


C% 42,20, H%6,78, Asche%10,16, 
N%0,60 


Biuretreaktion: negativ 
Molischreaktion: positiv 
Minimale lethale Dosis 
gegen Miause: 0,02-0,03 mg. 


Antigenitat in vivo: positiv 
330 mg Toxin 


vy 
Mit 5% H2S0, hydrolysiert 
I 


y 
Amorphe Substanz Monosaccharide 
38 mg -  Osazone 
(11,5%) Glucose (Fp 207° ) 

Biuretreaktion: Methylpentose 

negativ (Fp 182°) 
Molische Reaktion: 

negativ 
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nigte Toxin (Nr. 18). noch zweimal mit Hisessig gereinigt (Nr. 19). 
Die chemischen und biologischen Eigenschaften dieser beiden 
Toxine wurden in Tabelle II zusammengestellt und miteinander 
verglichen. 


TABELLE IT, 
a we4 3 Giftigkeit yarradh 
Toxin [a] p N% a AI Ay bo Asche lregen Mause Antigenitat 
5 es | 
Nr. 18 _— 1,07 1,26 1,07 10,34 | 0,1-0,1l5mg | Vollantigen 
Nr. 19: | +83,7° 0,60 0,81 0,46 10,16 | 0,02-0,03mg} Vollantigen 


Die beiden gereinigten Toxine wurden als weisses, amorphes 
hygroskopisches Pulver gewonnen, wobei das Toxin (Nr. 18) 1,07% 
Stickstoff und 2,33% Phosphor und 10,84% Asche enthielt, wahrend 
bei dem Toxin (Nr. 19) der Gehalt dieser Substanzen geringer war 
und die folgenden Werte ergab: N0,60%, P1,27% und Asche 
10.16%. 

Bei beiden Toxinen fielen die Biuret- und Ninhydrinreaktion 
mit 10%iger Losung negativ, dagegen die Molische Reaktion stark 
positiv aus. 

Das Toxin (Nr. 19) dreht die Ebene des polarisierten Lichtes 
nach rechts, wobei die spezifische Drehung fiir Polysaccharid 
+83,7° betragt. 

Die beiden Toxine haben, wie aus Tabelle III ersichtlich, die 
Higenschaft bei intravendser Einverleibung Antikérper, Agglutinin 
und Prazipitin, zu produzieren, besonders das Prazipitin wurde bei 
Injektion von ca. 5mg Toxin (Nr. 18) und ea. 8,5 mg Toxin (Nr. 
19) in dem Intervall von zwei Monaten und zwei Wochen in hohem 
Grade gebildet: dabei war die Prazipitationsreaktion in hoher 
Verdiinnung 1/500000, 1/400000 positiv. 

Den Reinheitsgrad beider Toxine ergibt der Tierversuch, deren 
Giftigkeit wurde durch Reinigung mit Hisessig gesteigert und 
deren Giftmessung gegen Miuse an einer grossen Anzahl von Tieren 
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TABELLE III. 


Antigenitdit des Toxin im vivo. 


Nr. d. Tiere 9 10 11 26 Pat 


Nr. d. Toxin 18 18 19 19 19 


Gesammte Menge des 


5 3) 2,6 8,5m 7,0m 
injektierten Toxin 0 mg 5,0 mg aVieae g gs 


Dauer d. Immuni- 54 54 58 12 16 

sierung (Tage) 

Zahl der Injektionen 10 10 18 5 5 

Agglutinations-titer 1/6400 1/3200 — = — 
Toxin 5 9 50000 | 1/400000 | 1/200000 

Petar 3 Nr. 18 1/500000 | 1/20000 1/5 if If 

tations- | -5 ; 

bE < eae a ee 1/100000 | 1/400000 | 1/200000 


vorgenommen. Es wurde festgestellt, dass 0,1 mg bis 0,15 mg Toxin 
(Nr. 18) und 0,02 mg bis 0,03 mg Toxin (Nr. 19) gentigen, um 
eine 9-11 @ schwere Maus durchschnittlich innerhalb von 24 bis- 
weilen 48 Stunden zu toten. 

In neutraler, wassriger Losung kénnen die beiden Toxine kurze 
Zeit ohne Verainderung auf 100° erhitzt werden. Sie zerfallen im 
schwach saueren Millen (0,2 n-Essigsaurelosung) unter Verlust der 
biologischen Wirkung in Polysaccharid und andere Substanz. 

330 mg Toxin (Nr. 18) wurde hydrolysiert und dabei fanden 
sich folgende Substanzen: 15 mg amorphe Substanz wurde ausge- 
schieden, deren Biuretreaktion negativ ausfiel. Nach Abscheidung 
dieser amorphen Substanz wurde das Polysaecharid von der 
hydrolysierten Lésung mit Alkohol gefalit, das noch 0,8%igen Stick- 
stoff enthielt, aber die toxische und vollantigene Eigenschaft ein- 
gebusst hatte und Hapten geworden war. Die Prazipitationsreak- 
tion dieser Substanz mit homogenen Antiserum erwies sich positiv 
in einer Verdiinnung von 1/1000000. 33 mg Toxin (Nr. 19) wurde 
in gleicher Weise hydrolysiert und die Abscheidung der amorphen 
Substanz beobachtet. 


Studien tiber das Endotoxin von Salmonella typhi—I. 411 


Seit der Veréffentlichung von Boivin und seinen Mit- 
arbeitern” sind die Toxine der Salmonella und Dysenterie-Gruppe 
von mehreren Autoren (Hosoya und Kawashima, Koba- 
yashi,®” Morgan und Partridge,» Mayeda,® Ikawa”), 
unter anderem Raistrick und Topley® erforsecht worden. Hine 
Ubereinstimmung dieser Autoren hegt darin vor, dass das Endo- 
toxin dieser Gruppe der Bakterien in der Polysaccharid-Fraktion 
gefunden wurde. Kuroya und seine Mitarbeiter® haben zwei 
Fraktionen, die Proteinfraktion (PF nach Ihnen) und die Kohlen- 
hydratfraktion (CF nach Ihnen), aus Typhusbazillen isoliert und 
berichtet, dass CF viel toxischer als PF sei. 

Bei der Darstellungsmethode wurde das Loésungsmittel be- 
sonders beriicksichtigt, um den Eintritt der Proteine in den Extrakt 
moglichst zu vermeiden. Boivin?’ nahm daher die Extrahierung 
mit n/4 Trichloressigsaure und Morgan’ nahm sie mit Diadthylen- 
elykol vor. Raistrick und Topley® haben fiir denselben Zweck 
die Bakterienproteine durch Trypsinverdauung abgebaut. ; 

Aus unseren Versuchsergebnissen wurde geschlossen, dass der 
wichtigste Punkt des Reinigungsverfahren des Toxin nicht in der 
Vorbehandlung des Bakterienleibes oder Auswahl der Losungs- 
mittel, sondern in der weiteren Reinigungsmethode des Rohtoxin 
liegt. Es ist uns gelungen, das Toxin mit 0,3%iger Essigsiure bei 
Zimmertemperatur zu extrahieren und das mittels Alkohol gefallte 
Rohtoxin dureh mehrmaliges Umfiallen mit Eisessig von den 
Begleitstoffen fast zu befreien. 

Wenn wir als Kriterium des Reinheitgrades der Endotoxin- 
praparate in deren Giftigkeit ansehen, so kénnen wir sagen, dass 
unsere Praparate im Vergleich zu denen der genannten Autoren 
hochgeradig gereinigt sind. 

Die minimale lethale Toxindosis ftir Mause ist 0,1 mg 
(Typhustoxin nach Boivin?) und 0,5mg (Mausetyphustoxin 
nach Raistrick und Topley®’) und 0,25mg (Typhustoxin nach 
Henderson und Morgan”). 

Durch die Beobachtung der hydrolytischen Spaltung gelangte 
Boivin zu der Ansicht, dass das Endotoxin der Salmonella typhi 
als Kohlenhydrat-Lipoid-Verbindung anzusehen ist. Und Morgan 
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und Partridge halten, gestiitzt auf die gleichen Beobachtungen, 
die Vorstellung von der komplexen Struktur des Toxins und haben 
das Endotoxin des B. dysenteriae Shiga als Kohlenhydrat-Phos- 
phatid-Polypeptid-Verbindung angesehen. 

Es fehlt aber der Beweis dafiir, dass ihre Préiparate chemisch 
einheitlich sind und dass der in den Praparaten enthaltene Stick- 
stoff und Phosphor dem Molekiil zugehorten. 

Nach unseren Ergebnissen, wie aus Tabelle II ersichtlich, ist 
der Gehalt an Phosphor und Stickstoff mit der Befreiung der 
Begleitstoffe durch Umfallen mittels Hisessig vermindert, und der 
Gehalt in gereinigtem Toxin (Nr. 19) viel geringer als die 
genannten Autoren angeben. Daraus ware zu schliessen, dass der 
Gehalt an diesen beiden Stoffen als Bestandteil des Toxinmolekils 
viel geringer sein muss als die Angaben der genannten Autoren, 
unter Voraussetzung der Komplexstruktur des Toxin in ihrem 


Sinne. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


Tsolierung des Toxin. 

Die feuchten Bakterien, 628¢, die auf Agarnahrboden 24 
Stunden lang bei 37° geziichtet waren, wurden mit 21 0,3%iger 
Essigsaure zweimal 25 Stunden auf der Schiittelmaschine geschiit- 
telt und extrahiert. Die stark getriibte Losung wurde mit Natron- 
lauge neutralisiert und mit Talk geschiittelt, um dann die Bakterien 
leicht abzentrifugieren zu konnen. Die itiberstehende getriibte 
Losung wurde mit H3PO, zu Pu 4,6 gemacht, mit der Riihrmaschine 
gut gerthrt und bei 10° aufbewahrt, dann wurden 50g Bleicherde 
zugegeben und das Umriihren noch 1 Stunde lang fortgesetzt. Die 
Losung wurde dann abzentrifugiert und der Uberstand mit Natron- 
lauge neutralisiert und unter vermindertem Druck eingedampft. 
Der stark konzentrierten Lésung wurden 1500 cem Alkohol zugege- 
ben und der entstehende Niederschlag abzentrifugiert. 

Der Niederschlag wurde mit 350 cem Wasser gelést, 1 Stunde 
lang auf dem Wasserbad erwarmt und mit Filtrierpapier filtriert. 
Die fast klare Losung wurde im Cellophanschlauch gegen de- 
stilliertes Wasser 7 Tage lang dialysiert, dann unter vermindertem 
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Druck konzentriert und mit Berkefeldfilter filtriert, dann mit 
Alkohol niedergeschlagen. Die Ausbeute betrigt 12,5 ¢ grauweiss- 
liches Pulver. 

Dieses Pulver wurde in 50cem Wasser gelést, mit 750 cem 
Hisessig versetzt und nach dem Stehen iiber Nacht abzentrifugiert. 
Der Niederschlag wurde mit Alkohol zweimal gewaschen und 
getrocknet. Die Ausbeute betragt 3,1g fast farbloses Pulver 
(Toxin Nr. 18). 

Die chemischen Eigenschaften dieses Toxin (Nr. 18) : 

N-Gehalt: 1,07% nach Kjeldahl. 

P-Gehalt: organisch 1,26% nach Fiske und Sabbarow. 

anorganisch 1,07% 

Ninhydrinreaktion : negativ mit 0,1 cem der 10% igen Lésung. 

Biuretreaktion: negativ mit 0,1 eem der 10%igen Losung. 


TABELLE IV. 


Giftigkeit gegen Méuse. 


Injektionsmenge Zahl der gestorbenen 
des Toxin. Tiere. 
0,15 mg 3/3 
0,10 mg 2/3 


Dosis Lethalis Minima 0,10-0,15 mg. 


Bemerkung : 
3/3 bedeutet, dass drei Tiere mit Toxin injiziert wurden 
und wodureh alle drei Tiere gestorben sind usw. Das 
Korpergewicht der gebrauchten Mause betrug 9-llg. Die 
Injektion erfolgte in die Sechwanzvenen der Miuse. Die In- 
jektionsmenge der physiologischen Kochsalzlosung betrug 
0,1 cem, in welcher die in dieser Tabelle angegebene Menge 


des Toxin enthalten ist. 


Weitere Reinigung des Toxin. 

2,1g Toxin (Nr. 18) wurde in 30cem Wasser gelést und mit 
500 cem Hisessig gefallt. Der Niederschlag wurde mit Alkohol 
einmal gewaschen und nochmals in 30 ecm Wasser gelést und mit 
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Hisessig gefallt. Der Niederschlag wurde einmal mit Alkohol 
gewaschen und in 300ccm Wasser gelést, mit Talk versetzt, gut 
geschiittelt und dann durch Glasfilter filtriert, die klare Losung 
wurde dann unter vermindertem Druck konzentriert und mit 1 
Liter Eisessig gefallt. Der Niederschlag wurde mit Hisessig 
gewaschen und dann mit Aceton und Ather gewaschen und noch- 
mals in 50cem Wasser gelést und mit Filterpapier filtriert und 
mit 1 Liter Aceton gefallt. Der entstehende Niederschlag wurde 
abzentrifugiert und im Vakuum getrocknet. 0,6 g weisses, lockeres, 
amorphes Pulver wurde gewonnen. 

Die chemischen Higenschaften des Toxin (Nr. 19) : 

N-Gehalt: 0,60% nach Kjeldahi. 

P-Gehalt: organisch 0,81% nach Fiske und Sabbarow. 

anorganisch 0,46% 5 

Biuretreaktion: negativ bei 1,0 ccm der 10%igen Lésung. 

Ninhydrinreaktion: negativ bei 1,0 cem der 10% igen Loésung. 

Molische Reaktion: stark positiv a 
Kein Niederschlag mit Bleiacetat, Bleiessig, Phosphorwolframsaure- 

losung (in neutraler und sauerer Lésung). 
Bestimmung des Drehungsvermégen. 35,8mg Subst.: 50cem 


Wasser. 
(cb. J=2dm g= 40.132 
[a]2°— +83,7° 
TABELLE V. 
Giftigkeit gegen Mause. 
Injektionsmenge Zahl der gestorbenen 
des Toxin. Tiere. 
0,04 mg 3/3 
0,03 mg 6/6 
0,02 mg 2/4 
0,01 mg 0/3 


Dosis Lethalis Minima 0,02-0,03 mg. 
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Bemerkung : 
Bemerkungen zu dem Experiment wurden in Tabelle IV 
gegeben. 


Partielle Hydrolyse des Toxin (Nr. 18). 

0,33 ¢ Toxin (Nr. 18) wurde in 50cem der 0,2 n-Essigsaiure- 
-losung geldst und auf dem Wasserbad von 95-100° erhitzt. Nach 
1,5 Stunden trat schon eine amorphe-Masse auf. Nach 2,5 stiindiger 
Erhitzung wurde die Lésung im Hisschrank stehen gelassen. Der 
ausgeschiedene Niederschlag wurde abzentrifugiert und einmal mit 
20 cem Wasser und dann zum zweitenmal mit 10 cem Wasser und 
zum drittenmal mit 5 cem Wasser gewaschen und dann im Vakuum- 
Exsikkator getrocknet. Der getrocknete leicht braunliche Nieder- 
schlag wiegt 15mg und entspricht dem 4,5%igen Gewicht des 
Originaltoxin. Diese Substanz lost sich teilweise in verdiinnter 
Alkalilauge und erwies sich bei der Biuret- und Molischreaktion 
negativ. 

Die iiberstehende Losung, die von dem Niederschlag abgetrennt 
wurde, ist opalescent, wurde mit dem Waschwasser zusammen- 
gebracht und mit 150 cem Alkohol versetzt, um die Polysaccharide 
niedersehlagen zu lassen, und abzentrifugiert. 

Die niedergeschlagenen Polysaccharide wurden wieder in 10 
ecm Wasser geloést, mit 150cem Alkohol versetzt, wieder nieder- 
schlagen gelassen und im Vakuum getrocknet. Die Ausbeute ist 
275 mg. 

Die chemische Higenschaften dieser Substanz. 

N-Gehalt: 0,86% nach Kjeldahl. 


TABELLE VI. 


Giftigkett gegen Mause. 


Injektionsmenge Zahl der gestorbenen 
des Toxin. Tiere. 
0,5 mg 0/3 
1,0 mg 0/3 ; 
2,0mg 0/3 
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Biuretreaktion: negativ bei 1,0 cem der 10%igen Losung. 
Molischreaktion: stark positiv y, 

Bemerkung : 

Bemerkungen zu dem Experiment wurden in Tabelle IV 
gvegeben. 

Diese Substanz ergab positive Prazipitationsreaktion mit 
homologem Immunserum in einer Verdiinnung von mindestens 
1/100000. 

Antigenitat in vivo: 

Zwei Kaninchen (Nr. 29 und 30) wurden jedem ftir sich ca. 
8,0 mg insgesammt dieser Substanz in Verlauf von 2 Wochen 
intravenés einverleibt, wobei eine nennenswerte Antikérperbildung 
bei beiden Tieren beobachtet wurde. 


Hydrolytische Spaltung des Toxin (Nr. 19). 

0,33 g Toxin (Nr. 19) wurde in 50 cem 0,1n CH3COOH gelost 
und bei 100° eine Stunde lang erhitzt und dann in der Hiskammer 
aufbewahrt. Bei dieser Behandlung tritt kein Niederschlag auf. 

Um die Hydrolyse weiter forschreiten zu lassen, setzten wir 
H.SO, bis zu 5% der Losung zu, die dann 35 Minuten lang auf 
100° erhitzt und nach 3 stiindigen Stehenlassen abzentrifugiert 
wurde. Der erhaltene Niederschlag wurde zweimal mit 20 cem 
Wasser gewaschen. Die Mutterlauge und die gewaschene Losung 
wurden zusammengebracht und die Konzentration der H2SO, bis 
zu 7% gesteigert und dann auf 100° erhitzt. Das Hydrolysat 
wurde durch Baryt quantitativ von H2SO, befreit und die filtrierte 
Losung zu Sirup eingeengt. Ein kleiner Teil des Sirups wurde mit 
Wasser zu konzentrierter Losung gebracht. Damit wurden folgende 
Reaktionen angestellt: Phloroglucinreaktion nach Wheeler und 
Tollens, Orcinreaktion, Acetonreaktion nach Rosenthaler und 
Seliwanoff-Weehuizensche Reaktion mit Resorein. Nur die 
Methylpentosereaktion war positiv und die anderen Reaktionen 
fielen negativ aus. 

Der Sirup wurde zur Krystallisation der Galaktose mit 1,0 cem 
Hisessig versetzt. Nach Stehen iiber Nacht schied sich kein Krystall 
aus. Hs wurde daher verdampft, von Hisessig befreit und darauf 
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in klemen Volumen 75%igem Alkohols gelést und mit 0,3 ¢ Benzyl- 
phenylhydrazin versetzt. Nach Stehen iiber Nacht wurde auch 
diesmal kein Krystal] erhalten. 

Die Losung wurde mit 2 ccm Benzaldehyd gut geschiittelt, und 
das dabei gebildete Benzadehyd-phenylhydrazon abfiltriert und die 
Lésung nochmals mit Ather geschiittelt. Der wasserige Teil, zu 
3eem konzentriert und 0,4¢ Phenylhydrazin versetzt (angesiuert 
mit Essigséure) und 1 Stunde lang auf dem Wasserbad erhitzt, 
schied Krystall aus. Es wurde daher 15cem Wasser zugesetzt, 
auf 60°C erwarmt, mit Filterpapier filtriert und dieses Verfahren 
6 mal wiederholt, dann wurden die in warmen Wasser unldslichen 
Krystalle gesammelt und aus verdiinnten Alkohol 2 mal umkrystal- 
lisiert. Die so erhaltenen hellgelben Nadeln schmolzen bei 207°C 
und zeigten keine Depression des Schmelzpunktes bei der Misch- 
probe mit Glucosazon. 

Die Mutterlauge und Waschlésung wurden zusammengevpracht 
und bis zur Trockenheit verdampft. Der Riickstand wurde mit 
kaitem Aceton fast vollig gelést. Das Filtrat wurde verdampft und 
dabei entstehender krystallinischer Niederschlag aus verdiinnten 
Alkohol umkrystallisiert. Es wurde gefunden, dass die hellgelben 
Krystalle bei 185°C schmolzen und sich starke Depression des 
Schmelzpunktes bei der Mischprobe mit reinem /-Rhamnose- 
phenylosazon zeigte. 

0,2¢ Toxin (Nr. 19) wurde in oben beschriebener Weise 
hydrolysiert, mit Phenylhydrazin behandelt und das abgeschiedene 
Osazon nach Loslichkeit in Aceton abgetrennt. Von dem aceton- 
unldslichen Teil wurde Glucosazon aus verdiinnten Alkohol um- 
krystallisiert und vom in Aceton léslchen Teil wurden hellgelbe 
Krystalle von Fp. 182-3°C aus verdiinnten Alkohol umkrystal- 
lisiert. Die in beiden Versuchen gewonnenen acetonléslichen Kry- 
stalle wurden zusammengebracht und deren optische Drehung 
untersucht. Sie erwiesen sich als linksdrehend (#=—0,05~0,07° ). 

Die spezifische Drehung dieser Substanz konnte wegen un- 
zureichender Substanzmenge nicht festgestellt werden, es handelt 
sich hier vielleicht um d-(—) Rhamnose-phenylosazon. 

Diese Untersuchung wurde auf Kosten des General Governe- 
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ments Formosa zur Forderung wissenschaftlicher Studien durch- 
gefiihrt, wofiir wir unseren ergebensten Dank aussprechen. 
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3) 
4) 
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STUDIEN UBER DAS ENDOTOXIN VON BACILLUS 
DYSENTERIAE SHIGA. 


I. Mitteilung: Die Isolierung der toxischen und antigenen 
Substanz von Bacillus dysenteriae Shiga. 


VON 


YOSHIHARU TAKEDA, TATUO OHTA vunp 
YUSEN SEN. 


(Aus dem Bakteriologischen Institut der Universitét Taihoku. 
° Direkter: Prof. ¥. Takeda.) 


(Hingegangen am 30. Januar 1943) 


In der letzten Abhandlung haben Takeda, Ohta und Sato?’ 
eine neue Isolierungsmethode des Endotoxin von Salmonella typhi 
berichtet. Es ist uns nun gelungen, das Endotoxin von Bacillus 
dysenteriae Shiga auch nach fast gleicher Methode zu isolieren. 

Die Bakterien wurden in grosser Menge mit 0,3%iger Essig- 
saurelosung bei Zimmertemperatur extrahiert und dann wurde das 
begleitende Protein durch Adsorptionsverfahren mit Bleicherde an 
Pu 4,6 von dem Extrakt getrennt, das sich nach Neutralisierung 
mit Natronlauge und das Endotoxin mittels Alkohol fallen lasst. 

Das mit Alkohol gefallte Rohtoxin (Toxin Nr. 25) wurde zur 
weiteren Reinigung mit unserer Hisessigfallungsmethode zweimal 
umgefallt (Toxin Nr. 27). 

Die Vergleichung der chemischen und biologischen Higen- 
schaften dieser beiden Toxin wurde in Tabelle I zusammen- 
cestellt. 

Das Rohtoxin (Toxin Nr. 25) wurde als schwach braunliches, 
amorphes, hygroskopisches Pulver und das gereinigte Toxin (Toxin 
Nr. 27) als grauweissliches, amorphes, hygroskopisches Pulver 
gewonnen. 

Das Rohtoxin enthielt 3,00%igen Stickstoff und 1,44%igen 
organischen Phosphor, dagegen hatten die Werte dieser Substanzen 
des gereinigten Toxins (Toxin Nr. 27) abgenommen und ergaben 
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Endotoxin von Bacillus dysenteriae Shiga.—lI. 42] 


folgende Zahlen: N 2,58%, P(organisch) 0,97%, P(anorganisch) 
0,06%. 

Die beiden Toxine fielen bei der Biuretreaktion schwach 
positiv, dagegen bei der Molischreaktion stark positiv aus. 

Die Giftigkeit der beiden Toxine gegen Mause wurde dureh 
die Reinigung mit Hisessig gesteigert, 0,08meg Rohtoxin (Toxin 
Nr. 25) und 0,015 mg gereinigtes Toxin (Toxin Nr. 27) geniigen, 
um eine 9-11 ¢ schwere Maus durchschnittlich im Ablauf von 24 
bisweilen 48 Stunden zu toten. 

Als noch andere biologische Eigenschaften haben die beiden 
Toxine die Antigenitaét in vivo, sie bildeten bei intravendser Ein- 
verleibung Ageglutinin und Prazipitin. Wie aus Tabelle IT ersicht- 
lich ist, wurde das Prazipitin in hohem Titer, 1/200000, 1/100000, 
entsprechend der Injektion von ca. 4,7 mg und 3,1 me gereinigtem 
Toxin produziert. 


TABELLE IT. 


Antigenitét des Toxins in vivo. 


Nm ud. Ciiere we | 8 13 tb 
cies ; igs | 
Nr. d. Toxins 27 | 27 | 27 
Sh ages: des injektierten 4.7 mg 31mg. |; .3)5.me 
Dauer d. Immunisierung (Tage) 42 28 23 
Zahl der Injektion 6 6 4 
Agglutinationstiter 1/6400 1/3200 | 1/1600 
Priazipitationstiter 1/200000 1/100000 | 1/100000 


Die partielle Hydrolyse des gereinigten Toxins in schwach 
saurem Milieu (0,2-n Essigsiurelésung) wurde mit 0,33g Toxin 
(Nr. 27) ausgefiihrt. Dabei zerfallt es unter Verlust von biologi- 
scher Wirkung und scheidet dabei 883mg amorphe Substanz aus, 
die 25,1% des Toxins betraigt und mit Biuretreaktion positiv ausfiel ; 
dessen Stickstoffgehalt betrigt 8,41% und lést sich in schwach 
alkalischem Milieu. Aus der hydrolysierten Losung wurde das 
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Polysaccharid mit Alkohol gefallt, das noch 1,08%igen Stickstoff 
und 0,99%igen organischen Phosphor enthielt. Die Biuretreaktion 
fiel negativ aus und es hatte die Higenschaften des Toxin und 
Vollantigen eingebiisst und war an sich nur Hapten geworden. 
Die antigene Wirkung dieser Substanz in vitro mit homogenem 
Antiserum war positiv bei der Prazipitationsreaktion in einer 
Verdiinnung von 1/50000. In Tabelle I ist der zusammenfassende 
Vergleich unserer Versuchsergebnisse mit denen einiger Autoren, 
z.B. Morgan und Partridge”, Kobayashi®, Mayeda® an- 
gefiihrt. Es wurde daraus folgendes erkannt: Unser Praparat des 
Toxin ist stark gereinigt und hoch toxisch, sein Gehalt an Stick- 
stoff und Phosphor ist viel geringer als die anderen Autoren 
angeben. 

Durch die Ergebnisse unserer chemischen Analyse und hydro- 
lytischen Spaltung wird die Ansicht von komplexen Struktur dieses 
Toxins gestitzt. 

Ausserdem ist als héchst wahrscheinlich zu vermuten, dass eine 
polypeptidartige Substanz als ein Radikal des Toxins sich dem 
stickstoffhaltigen Polysaccharid, das an sich ungiftig ist; angelagert 
hat, da das geremigte Toxin bei der Biuretreaktion vor der hydro- 
lytischen Spaltung positiv ausfallt, dagegen hat es nach der 
partiellen Hydrolyse diesen Charakter verloren. Dabei enthalt es 
als Folge der ausgeschiedenen Substanz Stickstoff in ziemlich hohem 
Prozentsatz (8,4%), zeigt gleichzeitig positive Biuretreaktion und 
betragt 25% des Toxins. 

In dieser Hinsicht verhalt sich das Endotoxin der Typhus- 
bazillen anderes, wie wir schon berichtet haben,”” so dass die Ver- 
bindung. des Polypeptid mit Polysaccharid in dem Toxinmolekiil 
schwer anzunehmen ist. 

Uber die Frage, ob der im gereinigten Toxin noeh enthaltene 
Phosphor in der Form von Kohlenhydrat-Phosphatid-Komplex dem 
Molekiil des Toxin zugehért, wie Morgan und Partridge 
berichtet haben, oder als Verunreinigung noch anhaftet, soll in 
einem anderem Abschnitt erdrtert werden. 
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


Isolierung des Toxin. 

670g feuchte Bakterien, die auf Agarnahrbéden 24 Stunden 
lang bei 87° geziichtet waren, wurden mit 2] 0,3%iger Essigsaiure- 
losung dreimal 25 Stunden auf der Schiittelmaschine geschiittelt 

.und extrahiert. Die stark getriibte Losung wurde mit Natronlauge 

neutralisiert, abzentrifugiert, die iiberstehende Losung mit Phos- 
phorsaure zu Pu 4,6 gemacht, mit der Riihrmaschine gut gerihrt 
und bei 10° aufbewahrt. Nach Zugabe von 50g Talk wurde das 
Umriihren noch 1 Stunde lang fortgesetzt. 

Die Losung wurde abzentrifugiert, die tiberstehende Losung 
mit Natronlauge neutralisiert und unter vermindertem Druck ab- 
gedampft. Die konzentrierte Lésung wurde in Cellophanschléuchen 
gegen Wasser 5 Tage lang dialysiert, mit Berkefeldfilter filtriert, 
dann noch einmal gegen destilliertes Wasser 7 Tage dialysiert, zu 
100 eem in Vakuum konzentriert, mit Filtrierpapier filtriert, und 
dann mit 2/7 Alkohol niedergeschlagen. Die Ausbeute betragt 3,5 2 
sehwach braunliches Pulver (Toxin Nr. 25). 

Analyse: 

N-Gehalt (nach Kjeldahl) 3,00%. 
P-Gehalt (nach Fiske u. Sabbarow) 1,44% (organisch). 
0,69% (anorganisch). 
TABELLE ITI. 
Giftigkeit gegen Méuse. 


Injektionsmenge Zahl der gestorbenen 
des Toxin. Tiere. 
: 0,04 mg 0/3 
0,08 mg 3/3 
0,15 mg 3/3 


Dosis Lethalis Minima: 0,08 mg, 


Bemerkung: 
3/3 bedeutet, dass drei Tieren Toxin injiziert wurde und dass — 
alle drei Tiere daran gestorben sind und desgl. Das Korper- 
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gewicht der verwendeten Mause betrug 9-11 g. Die Injektion 
erfolgte in die Schwanzvenen der Mause. Die Injektionsmenge 
der physiologischen Kochsalzlésung betrug 0,1 eem, in welcher 
die in dieser Tabelle angegebene Menge des Toxins enthalt ist. 


Weitere Reimgung des Rohtoxins. 
3,3g¢ Toxin (Nr. 25) wurde in 20 ccm Wasser gelost der un- 
geléste Teil mit Filtrierpapier abfiltriert und das Filtrat mit 500 
cem Hisessig niedergeschlagen. Die Ausbeute betragt 1,2 g. Dieses 
getrocknete Pulver wurde in Wasser gelést, dann mit Asbestfilter 
nach Seitz filtriert und das Filtrat auf 3 cem konzentriert. Darauf 
wurde es mit 100 cem Hisessig versetzt, der Niederschlag abzentri- 
fugiert, mit Alkohol und dann mit Ather gewaschen und im 
Vakuum-Exsikkator getrocknet. Die Ausbeute betragt 0,8¢. Dieses 
Pulver ist fast weisslich (Toxin Nr. 27). 
Analyse: 
N-Gehalt (nach Kjeldahl) 2.58%. 
P-Gehalt (nach Fiske u. Sabbarow) 0,97% (organisch). 
0,06% (anorganisch). 


TABELLE IV. 


Giftigkeit gegen Mdause. 


Injektionsmenge Zahl der gestorbenen 


des Toxins. iiere: 
0,01 mg 0/3 
0,015 mg iB 3/3 
0,02 mg , 3/3 


Dosis Lethalis Minima: 0,015 mg. 


Bemerkung : 

Bemerkungen zu dem Experiment wurden in Tabelle IIT 
gegeben. 
Antigenitaét in vitro: 

Diese Substanz ergab positive Prizipitationsreaktion mit 
homologem Immunserum in einer Verdiinnung mindestens 
1/500000. 
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Partielle Hydrolyse des Toxins. 

0,33 g hochgereinigtes Toxin wurde in 50 cem der 0,2-n Essig- 
saure gelost und im siedenden Wasserbad erhitzt. Nach 10 Minuten 
Erhitzung begann eine amorphe Substanz aufzutreten; aber die 
Erhitzung wurde noch 2 Stunden lang fortgesetzt und die hydro- 
lysierte Losung tiber Nacht im Hisschrank stehen gelassen. Der 
ausgeschiedene Niederschlag wurde abzentrifugiert und mit 10 eem 
kaltem Wasser 3mal gewaschen und im Vakuum-Exsikkator 
getrocknet. Das getrocknete schwirzliche Pulver wiegt 0,083 ¢ und 
entspricht 25,1% des Gewichtes des Originaltoxins. Diese Substanz 
loste sich fast in verdiinnter Natronlauge. Die Biuret Farbereak- 
tion fiel positiv aus, wobei 5mg Substanz in 2 cem der verdiinnten 
Natronlauge gelést wurden. N-Gehalt dieser Substanz betragt 8.4% 
nach Kjeldahl. 

Die tiberstehende Loésung, die von dem Niederschlag durch 
Abzentrifugieren abgetrennt wurde, ist opalescent, wurde im 
Vakuum auf 6¢em konzentriert, mit 180 cem Alkohol (96%) ver- 
setzt und eine Nacht stehen gelassen. 

Die niedergeschlagenen Polysaccharide wurde abzentrifugiert 
und im Vakuum-Exsikkator getrocknet und als weissliches Pulver 
gewonnen. Die Ausbeute betragt 0,168 ¢ und entspricht 50,9% des 
Gewicht des Originaltoxins. 

Analyse: 

N-Gehalt (nach Kjeldahl) 1,08%. 

P-Gehalt (nach Fiske u. Sabbarow) 0,99% (organisch). 
0,03% (anorganisch). 


TABELLE V. 
Giftigkeit gegen Mdause. 


Injektionsmenge | Zahl der gestorbenen 
des Toxins. | Tiere. 
0,5 mg | 0/3 
1,0 mg | 0/3 
Bemerkung : 


Bemerkungen zu dem Experiment wurden in Tabelle III 
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gegeben. 
Antigenitaét in vitro: 

Diese Substanz ergab positive Prazipitationsreaktion mit homo- 
logem Immunserum in einer Verdiinnung von mindestens 1/50000. 
Antigenitaét in vivo: 

Zwei Kaninchen (Nr. 31 und 32) wurden jedem fir sich ea. 2,5 
und 3,5 mg insgesammt dieser Substanz in Ablauf von 3 Wochen 
intravenoés einverleibt, bei beiden Tieren wurde keine Antik6rper- 
bildung beobachtet. 

Diese Untersuchung wurde auf Kosten des General Govern- 
ments von Formosa zur Forderung wissenschaftlicher Studien 
durechgefiihrt, wofiir wir unseren ergebensten Dank aussprechen. 
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UBER DIE GEWEBEPROTEOLYSE. 


III. Mitteilung: Uber die katheptische Peptonspaltung. 


Von 


TOORU SAKAT. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultit der 
Kaiserlichen \Tohoku-Universitéi (Sendai) und aus dem Utzino- 
Laboratorium des Instituts fiir Chemische Forschung 
an der Kaiserlichen Universitit Kyoto. 

Direktor: Prof. Dr. S. Utzino.) 


(Hingegangen am 16. Februar 1943) 


Obwohl die ereptische Peptonspaltung durch Gewebeenzyme 
bei alkalischer Reaktion schon von friiher her gut bekannt ist, 
bleibt noch viel zu studieren iibrig, bis die Proteolyse dieser Sub- 
stanz bei saurer Reaktion erkannt ist. 

In einer friiheren Arbeit haben bereits Waldschmidt-Leitz 
und Mitarbeiter (1930) kurz iiber die Peptonspaltung durch 
Gewebeenzyme bei saurer Reaktion berichtet. 

Nach Freudenbergs Arbeit (1940) kommt auch in Magen- 
saft die Kathepsinwirkung vor, fiir die nur genuine Hiweisskorper 
als hydrolysierbares Kathepsin-Substrat in Betracht kamen, nicht 
aber Witte-Pepton. 

In den vorangegangenen Abhandlungen haben Utzino und 
Verf. (1941 und 1943) die katheptische Spaltung der Peptonkorper 
von verschiedener Herkunft bei Pu 5 durch Leber-, Niere- und 
Milzenzym des Schweins als sicher bestatigt. 

In hiesigem Institut hat auch Hirooka (1942) die Spaltung 
der Peptonkérper, die er aus verschiedenen Eiweisskérpern nach 
maximaler Einwirkung des Hundemagensaftes oder der Magen- 
mucosa-Mazeration bereitet hatte, durch ereptasefreie Katheptase 
der Schweineleber festgestellt. Darauf hin hat Verf. sich hier 
weiter mit diesem Problem beschaftigt, um noch Genaueres zur 
Kenntnis der katheptischen Peptonspaltung beizutragen: Zuerst 
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kommen die vergleichenden Beobachtungen mit der Gewebeereptase 
und die Unterscheidung zwischen den beiden Peptolysensystemen 
zur Beobachtung. 

In der sauren Seite der Peptondigestion durch die Leber- 
mazeration konstatierte man eine deutliche Aciditatszunahme, die 
dureh Cysteinzusatz stark gefordert werden konnte, durch 
Schwefelwasserstoff aber schwach oder fast nicht im Digestat mit 
Gelatopepton (Chen et al., 1940), das nach wiederholter Hin- 
wirkung der Magenmucosa-Mazeration hergestellt und auch schon 
in der vorangegangenen Arbeit gebraucht wurde (Tabelle I u. IT). 
Bei der alkalischen Reaktion wurde eine verstarkende Wirkung des 
zugesetzten Cysteins kaum beobachtet. 

Um diese Cysteinaktivierung der Peptonhydrolyse bei saurer 
Reaktion noch in kleineren Molekiilteilen des Peptons festzustellen, 
liess man das Witte-Pepton gegen destilliertes Wasser dialysieren 
und beobachtete das Verhalten der getrennten Fraktionen gegen- 
liber dieser Enzymwirkung unter Cysteinzusatz. Das Dialysat 
des Witte-Peptons zeigte ebenso wie die dialysierte Peptonlésung 
eine deutliche Spaltung bei saurer und alkalischer Reaktion 
(Tabelle III). 

Die Hydrolyse wurde bei saurer Reaktion von Pu 5-6 dureh 
Cysteinzusatz deutlich aktiviert. 

Hierauf hat man weiter die Saureinaktivierung der Pepton 
hydrolysierenden Enzyme der Schweineleber untersucht. Die Er- 
gebnisse erwiesen, dass schon nach einer Salzsiurewirkung von 
Pu 4 und bei 37°C (40 Min.) auf die Lebermazeration, die eine 
breite Aktivitét von Peptonspaltung zeigte, die Peptonhydrolyse 
bei Pu 7,5 fast vollstandig aufgehoben wird, wahrend dieselbe bei 
Px 5 noch deutlich erhalten bleibt (Tabelle IV). Die Saurewir- 
kung bei Pa 4,5 war nicht sehr auffallend, da sie nach einer 
langeren Aufbewahrung bei Pu 4,5 (z.B. 48 Stunden lang) die 
beiden Enzymwirkungen schadigte. 

Auf Grund dieser Ergebnisse konnte man hier auch sicher die 
Trennung der katheptischen Peptonspaltung von der ereptischen 
Peptonspaltung ausfiihren, indem man die Lebermazeration mit 
Wasser oder Glycerin bei Pu 4 und 37°C 60 Min. lang stehen liess 
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(Tabelle V). Die gleichen Resultate hat man auch bei den Ver- 
suchen mit Nieren- und Milzmazeration erzielt (Tabelle V), wie 
man schon die Kathepsinwirkung (katheptische Proteinase im 
engeren Sinne) getrennt hat. 

Im Gegenteil zu der Siureinaktivierung ging die katheptische 
Peptonspaltung nach der Aufbewahrung bei alkalischer Reaktion 
(z. B. bei Po 8 und 37°C 48 Std. oder besser bei Pu 9,5 und 37°C 
1-2 Std. lang) verloren, wie bereits bei der Besprechung der 
Kathepsininaktivierung erwaihnt wurde (Tabelle VI). Die Gewe- 
beereptase zeigte also starken Widerstand gegentiber der Alkali- 
wirkung bei 37°C. 

Hier hat man wiederum die Cysteinaktivierbarkeit der kathep- 
tischen Peptonspaltung bestitigt, die durch das Saéure-Verfahren 
von der Ereptase getrennt wurde. Die Aktivierung trat am 
stirksten bei Pu 4-5 auf und diejenige der Gelatopepton-Spaltung 
steht niedrig, wie das bei der nicht getrennten Peptonasewirkung 
der Fall war (Tabelle VII). 

Was die optimale Reaktion dieser ereptasefreien katheptischen 
Peptonspaltung der Leber, Niere oder Milz des Schweines an- 
belangt, liegt sie bei PH 4-5, und das einzelne Organ zeigt eine 
Verschiebung der Reaktion in diesem Optimalbereich, wie z. B. bei 
Pu 5 fiir die Leber und bei Pu 4-4,4 fiir die Milz (Tabelle VIII). 

Auf Grund dieser Beobachtungen kommt nun die Spaltung des 
Proteins, des Peptons und des Benzoyldiglycins als Katheptase- 
Substrat in Frage. 

Uber die Unterscheidung zwischen diesen Enzymwirkungen 
mochte Verf. in der folgenden Abhandlung sprechen. Hier kam 
zuerst die Verteilung oder die Léslichkeit dieser Katheptasewirkun- 
gen, die sich als ereptasefrei erwies, in Betracht. Wie die Er- 
gebnisse zeigen, trat die katheptische Gelatinespaltung, unabhangig 
von der abgetrennten Fliissigkeit oder von der Bodensatzsuspen- 
sion, erst nach der Cysteinaktivierung ein und der Hydrolysengrad 
liess sich bei den beiden Enzymfraktionen nicht wunterscheiden 
(Tabelle IX). Die Bodensatzsuspension entfaltete schon eine starke 
Aktivitait der Peptonasewirkung, die durch Cysteinzusatz stark 
aktiviert wurde, wahrend die getrennte Fliissigkeit erst nach der 
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Cysteinaktivierung wirksam wurde. Der Spaltungsgrad durch die 
Bodensatzsuspension steht ausserdem viel hoher als der durch die 
getrennte Flissigkeit. ' 

Hier sei auch hervorgehoben, dass Benzoyldiglycin nur durch 
die Bodensatzsuspension angegriffen wurde. 

Diese Beobachtungen scheinen die Nicht-Einheitlichkeit dieser 
Katheptasewirkungen anzudeuten. Zuletzt kommt das Spaltungs- 
vermogen der ereptasefreien Katheptase auf Witte-Pepton in Frage. 
Das Witte-Pepton wurde der Digestion mit der ereptasefreien 
Katheptase der Schweineleber so oft unterzogen, bis die Aciditats- 
zunahme nicht mehr nachweisbar war. Dies Digestat, welches 
durch die Katheptase nicht mehr angegriffen, aber durch Hunde- 
darmsaft hydrolysiert werden konnte, zeigte noch nach der Salz- 
sdurehydrolyse eine deutliche Zunahme des Aminostickstoffs 
(Tabelle X). 

Auf Grund dieser Ergebnisse kann man wohl unter dem 
Katheptase-Digestat des Peptons eine noch  hydrolysierbare 
Abbaustufe annehmen, die der weiteren Katheptase-Wirkung wider- 
steht, aber durch die EHrepsinwirkung des Hundedarmsaftes ange- 
eriffen wird. : 

Uber diese Abbauprodukte des Proteins durch die Katheptase- 
wirkung méchte Verf. demnachst an anderer Stelle berichten. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. In der vorliegenden Arbeit hat man weiter die Peptonspal- 
tung durch die Gewebeenzyme studiert. In eimem breiten Bereich 
von saurer und alkalischer Reaktion wurden die Peptonkérper 
deutlich durch die Gewebemazerationen angegriffen und der 
Cystein- oder H»S-Zusatz wirkte verstirkend auf ihre Spaltung 
nur bei saurer Reaktion von Pu 5-6, nicht aber bei alkalischer. 

Bei den Versuchen mit dem Pepton-Dialysat, welches vielleicht 
der niedrigeren Abbaustufe des Witte-Peptons entsprechen muss, 
wurden auch die gleichen Resultate der Hydrolyse und der Cystein- 
aktivierung bei PH 5-6 erhalten. 

2. Durch das Saure-Verfahren bei Px 4 (37°C 40 Min.) wurde 
die Peptonhydrolyse bei Pu 7,5 vermisst, sie trat aber dagegen 
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bei Pu 5 auf, wahrend die ereptische Peptonspaltung bei Px 7,5 
nach der Alkali-Behandlung bei Pu 8,5 (37°C 1-2 Std.) erhalten 
blieb, indem die katheptische bei Pu 5 verloren ging. Diese 
ereptisch inaktive katheptische Peptonspaltung trat am giinstigsten 
bei Pu 4-5 auf und wurde auch durch Cystein aktiviert. 

3. Das Witte-Pepton-Digestat, das der wiederholten Ein- 
wirkung der ereptasefreien Leber-Katheptase unterzogen worden 
war und sich nicht mehr spaltbar durch dasselbe Enzym erwies, 
wurde weiter durch den Hundedarmsaft angegriffen und zeigte 
noch eine Aminostickstoff-Zunahme nach der Salzsiurehydrolyse. 


Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle Dbestens 
gedankt fiir die Gewiihrung einer Untersttitzung zur Anregung 
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Experimenteller Teil. 


TABELLE I. 
Einfluss des Cystein- oder H.S-Zusatzes auf die Pepton-Witte- 
Spaltung bei verschiedenen Pu-Werten durch die 
Lebermazeration des Schwevwnes. 


2 eem Lebermazeration, die aus 1 Teil Leberbrei und 3 Volum- 
teilen Glycerin-Wasser bestand, liess man mit 2ccm 0,05 Mol- 
Cysteinlésung bei Pu 6 und 37°C 30 Min. lang stehen und verglich 
ihre Aktivitat mit derjenigen der Kontrolle, die nur mit der 
Mazeration ohne Cystein unter Wasserzusatz aufbewahrt wurde. 
Zur Priifung liess man durch 2 ecm Mazeration 30 Min. lang 
Schwefelwasserstoff durchstromen. 

Versuchsansatz: 5cem 8%ige Peptonlosung+2cem Leber- 
mazeration mit 2cem Cysteinlésung oder 2cem Wasser zur Kon- 
trolle+11eem Phosphatpuffer+Toluol; bei 387°C digeriert. Zur 
Kontrolle wurde Enzym-Puffer ohne Pepton unter den gleichen 
Verhaltnissen wie in den Hauptversuchen digeriert. 


Aciditatszunahme in 4ceem Digestat (cem 0,1 n-NaOQH) 


et a4 Ye t20 Or ae Sr 24, 2 > 1B0 
Po \ Ohne Cystein (a) Mit Cystein (b) Aktivierung (b-a) 
4 0,35 0,35 0,35 0564; 1198 ea32 0,29 0,84 0,97 

dD 0,75 0,72 0,82 Bb al STs COT, 0,35 0,85 1,15 

6 1,34 1,51 1,86 15 21 2,35 0,16 0,59 0,49 

7 Wert alist 9G) 14 2,08 2,33 0:02 910,30, 0,19 
7,6 1,38 1,73 2,0 13.) 1338s -0,08 01 0,2 

8 3 4362-19 1,27 1,68 2,08 —0,03 0,06 0,18 
Ohne H2S (a) Mit HeS (b) Aktivierung (b—a) 

4 0,4 0,33 0,41 0,7 0,67 0,64 0,3 0,34 0,23 

5) OS O57 0298 0,9 OPO tal by: 0,18 0,37 0,37 

6 a2 Gaels? 0,88 1,385 — 1,5 —0,04 —0,25 --0,32 

5, 1,52 1,77 1,89 ilps ale sy tale” —0,35 —0,32 —0,19 
7,5 1,45 1,65 1,8 sees ish Salbyey —-0,2 -0,1 -0,08 

8 1,34 1,66 1,8 1,12 1,44 1,62 —0,22 —0,22 —0,18 
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Die Aciditatszunahme in 4 cem Digestat wurde nach Sérensen 
bestimmt und die Differenzwerte sind in Tabellen angegeben, nach- 
dem die Koutrollwerte von den Hauptversuchswerten abgezogen 
sind. 

TABELLE II. 


Einfluss des Cystein- oder H2S8-Zusatzes auf die Gelatopepton- 
Spaltung durch die Lebermazeration des Schweines. 

Hier kam Gelatopepton zur Verwendung, das aus Gelatine- 
Digestat nach wiederholter Einwirkung von Hundemagensaft mit 
Aceton ausgefallt und getrocknet wurde (Chen et al., 1940). 

Die Versuchsbedingungen ebenso wie in Tabelle I. 


Aciditaétszunahme in 4cem Digestat (cem 0,1 n-NaOH) 


west: 24 2. hal20 24 72 120 24 72 120 
Pa. Ohne Cystein (a) Mit Cystein (b) Aktivierung (b-a) 
4 0,31 0,88 0,42 0,7 0,9 1,15 0,39 0,52 0,73 

5 0,35 0,65 0,73 0,659. 41,37 "1,68 0,3 0;72 0395 

6 | 0,5 0,64 0,88 0,93 1,83 2,01 05435 1195 As 

i‘ 0,52 0,67 0,89 O:Gore ts. 1,15 0,13 0,44 0,26 
7,5 05 0,53 0,8 0,55 0,7 0,89 0,05 0,17 0,09 

8 OBS Oipo) 0508 0,35 0,84 0,7 0,02 —0,07 0,03 
Ohne HeS (a) Mit HeS (b) Aktivierung (b-a) 

Ee 0,25 0,4 0,4 0,4 0,5 0,50 0,15 0,1 O52 

5 0,23 0,71 0,66 0,4 0,75 0,75 0,17 0,04 0,09 

6 0,38 0,71 0,7 O29 “Oot 0502 —0,09 —0,13 0,02 

7 0,45 0,8 0,78 O31. 10.52% 0,6 =015 =0.5eR=o06 
7,9 0,42 0,72 0,67 0,33 0,48 0,58 —0,09 —0,24 —0,09 

8 0,32 0,55 0,6 0,26 0,43 0,43 | —0,04 —0,12 —0,17 


TABELLE III. 
Spaltung des dialysierten Witte-Peptons und seines Dialysats 
durch die Lebermazeration unter Cysteinzusate. 


Die Pepton-Witte-Lisung (20% 50 cem) liess man unter Toluol 
in einem Kollodiumsiickchen gegen 300 cem destilliertes Wasser 
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wahrend 12 Stunden dialysieren. 

Nach einer Woche verdampfte man das gesamte Dialysat (ca. 
4 Liter) bei 40°C mittels Fons, bis die Gesamtmenge ungefahr 50 
eem betrug. 

Versuchsansatz: 2cem dialysierte Mutterlosung oder ver- 
dampftes Dialysat+2cecem Lebermazeration mit 2cem 0,05 Mol- 
Cysteinldsung oder 2ecem Wasser ohne Cystein+14cem Phosphat- 
puffer+Toluol. Die Lebermazeration und ihre Aktivierung ebenso 
wie in Tabelle I. Die korrigierten Werte der Aciditaétszunahme in 
den Hauptversuchen in der Tabelle angegeben. 


Aciditatszunahme in 4 cem Digestat (cem 0,1 n-NaOH) 


= Std. 24 72 Sam 24 «72 
Bee ore , ipa 

ere 208 eed Ohne Cystein (a)! Mit Cystein (b) (b-a) 
0,24 0,27 0,56 0,8 0,32 0,53 
5 0,55 0,9 0,95 1,43 0,4 0,53 
af ee 6 138 1,83 1,61 2,06 0,23 0,23 
7 1,53 1,88 1,564.01,955 | =0,03 0,07 
y3° 9958 1,364.0 156 0,06 0,04 
4 0,04 0,1 0,24 0,53 0,2 0,43 
5 0,38 0,5 0,61 | 1,14 0,23 0,64 
ae 6 0,74 1,16 1,18 1,63 0,44 0,47 
7 Lit 177 1,32 1,95 0,15 0,18 
8 1,08 1,56 1,13 1,57 0,05 0,01 


TABELLE IV. 
Sdureinaktivierung der ereptischen und katheptischen 
Peptonase der Schweineleber bei 37°C. 

50 cem Lebermazeration, die aus 1 Teil Leberbrei und 2 Volum- 
Teilen Wasser bereitet wurde, liess man nach Hinstellen bei Pu 4 
und 4,5 mit 3%iger HCl-Lésung bei 37°C im Brutschrank stehen. 
Nach einer gewissen Zeitfrist pipettierte man die Mazeration ab, 
die dann in den Versuchen gepriift wurde. Die enzymologische 
Wirkung der behandelten Lebermazeratron wurde bei Pu 5 und 
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7,5 geprift. - 

Versuchsansatz: 5cem 8% Peptonlisung+2 ecem Lebermazera- 
tion+13 eem Puffer +Toluol. 


Aciditatszunahme in 4 cem Digestat (cem 0,1 n-NaOH) 


ie Digestions-PH u. 5 
— Zeit (Std.) Pu 5,0 Pe ie 
Behandl : ce : ma pe’ 
ate pee 24 72 24 72 
eo One Mam 0,67 0,80 0,25 0,48 
40 » 0,45 0,60 0,02 0,05 
Tend. 0,37 0,51 0 0,03 
Inaktivierung sd c ‘ ° 
scighlearirpa) 15 » 0,3 0,4 —0,02 —0,02 
2 ” 0,37 0,4 — 0,02 — 0,04 
Aes 23 0,22 0,23 0 0,01 
L 48 ” 0 0,02 0,02 0,01 
stds 0,8 IL) aa Bs ipaly/ 
do 3 0,8 1S 0,48 0,85 
Inaktivierung a) 2 0,87 1,28 0,45 0,93 
5 i= 
bei PH 45 } yoy, 0,58 1,0 0,42 0,64 
24» 0,33 0,4 0,42 0,62 
48 ” 0,16 0,15 — 0,02 —0,02 
Kontrolle ohne Behandlung 1,14 1,43 1,48 2,63 
TABELLE V. 


Trennung der Katheptase-Wirkung der Schweineorgane von der 
ereptischen Peptonase durch die Sdure-Inaktivierung. 


Hier kamen Wasser- oder Glycerin-Mazerationen aus Leber, 
Niere oder Milz des Schweines in Betracht, indem 1 Teil Gewebebrei 
mit 3 Volumteilen Mazerationsfliissigkeit gut zerrieben und koliert 
wurde. Die Saureinaktivierung erfolgte durch die Aufbewahrung 
der Mazeration bei Pu 4 (HCl-Zusatz) und 37°C und einer Zeit- 
dauer von 60 Min. 

Versuchsansatz: 5eem 8%ige Substratlosung+2 ecm Mazera- 
tion +13 eem Puffer + Toluol. 
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Acidititszunahme in 4 ccm Digestat (ccm, 0,1 n-NaOH) 


Glycerin- Wasser- 
Mazeration Mazeration 
Organe | Substrate Zeit(Std.) 
\ Sneatea 24 72 120 | 24 72 120 
PH 
4 0,26 0,26 0,3 | 0,16 0,25 0,27 
5 0,35 0,35 0,4 | 0,25 0,32 0,35 
Pepton 6 0,17 0,23 0,23] 0,05 0,16 0,12 
Leber- (Witte) 7 0,06 0,14 0,17] 0,07 0,07 0,07 
yoo 15 0,02 0,02 0,05! 0,05 0,02 0 
8,2 0,02 0,04 0,07] 0,04 0,03 0 
cea? 5 0,25 0,58 0,58| 0,29 0,36 0,36 
4 03 0,4 0,43] 0,3 0,35 0,37 
5 0,26 0,4 0,42| 0,26 0,33 0,33 
Pepton 6 0,03 0 0,17] 0,07 0,17 0,07 
Nieren- | (Witte) 7 0 0,04 0,03] 0,02 0,04 0 
hn ak 7,5 0,02 —0,03 0,02| 0,01 0 0,03 
8,2 0,03 0,01 0,03} 0,02 0 0 
ee ie 5 0,34 0,52 0,62| 0,3 0,4 0,43 
4 0,36 0,4 0,28 
4 0,23 0,36 0,4 | 0,28 0,32 0,38 
5 0,21 0,24 0,28 | 0,22 0,2 0,28 
Pepton 6 0,03 0,02 0,06] 0,05 0,05 0,03 
ee (Witte) 7 0,02 0,04 0,12 | —0,04 —9,04 —0,04 
tion 7,5 0,02 0,02 0,07 | —0,02 —0,02 0,03 
8,2 0,05 0,07 01 | 0,02 0 0,02 
; Hi maaniaeel is 5 0,29 0,67 0,69| 0,27 0,42 0,42 


TABELLE VI. 


Alkalinaktivierung der katheptischen Peptonase der 
Schweineleber bei 37°C. 
Die Lebermazeration, die aus 1 Teil Leberbrei und 2 Volum- 
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teilen Wasser bereitet wurde, bewahrte man nach Einstellen bei 
Pu 8, 8,5, 9,0 oder 9,5 mit 3%iger Natronlauge im Brutschrank 
(37°C) verschiedene Zeit lang auf. Nach dieser Alkalibehandlung 
wurde ihre Wirkung bei Pu 5 und 7,5 untersucht. Fiir die Aktivie- 
rung der katheptischen Enzyme behandelte man je 2ecm Leber- 
mazeration mit 2cem 0,1 Mol Cysteinlésung bei Pu 6 und 37°C 
wahrend 30 Min.. 

Versuchsansatz: 5 cem 8%ige Peptonlésung und 2 cem Enzym- 


Aciditatszunahme in 4cem Digestat (cem 0,1 n-NaOH) 
ONT aE ; 
Ss Digestions-PH und Px 5,0 PHT 


ee | Zeit Std.) 1,9 
PebAmAlU nee TA Cece! 24 72 120 24 72 120 
und Zeit i is 
30 Min. 0,34 0,61 0,64 0,94 1,16 1,23 
1 Std. 0,3 0,68 0,68 0.80 1,05 1,09 
Pu 8 15.» 0,19 0,53 0,6 ORS) S14 apt 
2 0» 0,2 0,45 0,42 0,75 0,98 1,03 
48» 0 0,01 0,03 0,23 0,50 0,53 
30 Min 0,25 0,47 0,55 0,95 1,08 1,08 
1 Std 0,2 0,45 0,5 0,95 1,13: Ta 
PH 8,5 15 » 2 0,37 0,4 0,75 0,99 0,9 
Q  » 0,1 0,32 0,37 0,78 0,95 0,95 
48 Std. — - —- = 
30 Min 0,11 0,25 0,32 09, & Hast moe 
1 Std 0,12 0,22 0,37 0,88 1,03 1,07 
Px 9,0 15» 0,1 0,22 0,32 0,83 1,1 1,03 
2» 0,03 ~ 0,2 0,31 0,76 1,05 0,97 
48s a een bee 0,35 0,55 0,57 
30 Min 0,08 0,07 0,2 0,87 1,02 1,03 
1 Std 0,01 0,02 0,13 09. . 11.17% 38,05 
Pu 9,5 15 9 0; 0,03. 0,17 0,84 1,03 1,1 
ae ae 0,03 0 0,12 0,8 0,97 1,0 
48 ” — _— _ O33 5 0;55,7 110353 
Kontrolle ohne Behandlung 
Ohne Cystein 0,48 0,75 0,93 DLT (ds 9oe nO, 
Mit Cystein 0,81 1,64 1,84 —-— = = 
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oder 4ecm Enzym-Cystein-Lésung mit Puffer auf 20 cem gebracht 
und digeriert bei Pu 5 und 7,5. 


TABELLE VII. 


Oystein-Aktivierung der ereptasefreien katheptischen Peptonase 
der Schweineleber. 


Die in der vorigen Tabelle angegebene Glycerin-Lebermazera- 
tion kam zur Anwendung, die durch die Saureinaktivierung von 
der Ereptase befreit wurde. Zur Aktivierung wurden 2 ccm Leber- 
mazeration mit 2cem 0,1 Mol Cysteinlésung bei PH 6 und 37°C 
30 Min. lang stehen gelassen. 

Versuchsansatz: 5 cem 8%ige Peptonlésung+2 cem Mazeration 
mit 2cem Cysteinlésung oder 2 cem Wasser ohne Cystein+11 ecm 
Puffer + Toluol. 


Acidititszunahme in 4 ecm Digestat (eem 0,1 n-NaOH) 


a) Ohne Cystein|b) Mit Cystein | Aktivierung (b-a) 
a oa gs” "120 Pek 9 ake ae Oak reais 
4 0,13 0,18 0,15] 0,27 0,42 0,65| 0,14 0,24 0,50 
5 0,25 0,28 0,30] 0,4 0,57 0,72] 0,15 0,29 0,42 
Pepton- | 6 0,05 0,05 0,03] 0,19 0,27 0,35 | 0,14 0,2 0,32 
mee 7 0,03 0,03 0 0 0,01 0,03 | —0,03 —0,02 0,03 
175° | © ——0,02=0,01)/—0038 0° 0,08 | O08 0.09 1002 
lg 0,02 0,03 0,05} 0 0 0,01 | —0,02 —0,03 —0,04 
| 4 0,034 0,05 oo—ih OS n 0:884 =e 1/645 pews wee 
5 0,09-0,27 — 902101048) b= |e? Web ae 
Gelato- | ¢ O00 =) 704-9029 or ha ee 
pepton : ¥ ; y 
(nach Chen)| 7 —0,02 0,05 — |—0,07 0,04 — | —0,05=0,01 — 
7,5. | 0,03 ‘0,03 — | 0,05 Ops — | 003 16 Es 
8 0,03 *0,08 — | 0,050,038 = | go2%ogse — 
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TABELLE IX. 


Verteilung der aktiven und inaktiven aktiwierbaren Katheptase. 


Die Leberpulver, die durch Siureinaktivierung von Ereptase 
befreit und nach der Aceton-Ather-Methode getrocknet wurden, 
suspendierte man in 10 Volumteilen Wasser unter guter Zerreibung 
und zentrifugierte sie ab. 

Der abgeschleuderte Bodensatz, der wieder in der orginalen 
Volummenge Wasser suspendiert wurde, und die abgetrennte 
Flissigkeit kamen in Betracht. 

Versuchsansatz: 5eem 8% Substrat- oder 0,2 Mol Benzoyl- 
diglycinldsung+2cem Enzymlésung oder Suspension mit 2 ccm 
0,1 Mol Cysteinldsung oder Wasser ohne Cystein+ Toluol. 


Aciditaitszunahme in 4 c¢em Digestat bei Pu 4,5 (cem 0,1 n-NaOH) 


Bodensatzsuspension Abgetrennte Fliissigkeit 


Ohne Cystein Mit Cystein Ohne Cystein Mit Cystein 


Std. 
Sub- ‘ Dag) <i> el 20 24h i 2) IO 24 T2120 242 °73 20 
strate 


Gelatine 
(Merck) 0,01 0 0,02; 0,25 0,48 0,56; 0 —0,1 0,03] 0,2 0,43 0,67 


Pepton KB | 0,33 0,58 0,77) 0,79 1,05 1,25] 0,05 0,08 0,13] 0,35 0,63 0.88 


Benzoyldi- 
glyein 0,08 0,12 0,25) — — —]|0 0,02 0,05) — — — 


TABELLE X. 


Mazximale Spaltung des Witte-Peptons durch die ereptasefreie 
Leberkatheptase des Schweines. 


20cem 10%ige Pepton-Witte-Lésung wurden mit 10ccm 
10% iger Katheptasesuspension, die mit den durch das Saure-Ver- 
fahren von der Ereptase befreiten Leberpulvern bereitet und dann 
mit 10 cem 0,1 Mol Cysteinlosung bei Pu 6 und 37°C 30 Min. lang 
behandelt wurde, mit 80cem Puffer unter Toluol bei Pu 4,5 und 
37°C digeriert. 

Nach jeder wochentlichen Digestion fiigte man wieder je 10 cem 
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Enzymsuspension der Digestionsldsung hinzu. Kontrolle mit 
Enzym-Puffer ohne Pepton. 


Aciditaitszunahme in 4 ccm Peptondigestat bei Pu 4,5 (ccm 0,1 n-NaOH) 


ATH Zeit 

Versnche Sofort 3 Tage 5 Tage 7 Tage 
Hauptversuch 3,9 apil 5,25 00 
Kontrolle 2,07 3,15 3,15 3,17 
Zunahme 1,12 a2 1535 
2ter Zusatz 
Hauptversuch 5,4 5,93 5,99 5,99 
Kontrolle 3,4 ops) Saya) 3,)0 
Zunahme 0,48 0,44 | 0,44 
3ter Zusatz | 
Hauptversuch 6,05 6,25 6,3 | 6,3 
Kontrolle 3,83 3,95 4,0 | 4,03 
Zunahme 0,08 0,08 0,05 


Salzsiure-Hydrolyse: Nach der dritten Digestion wurde das 
Peptondigestat abfiltriert und 20 cem Filtrat mit 10 cem 38%iger 


Salzsdure am Rtickfluss 8 Stunden lang gekocht. Vor und nach 
der Hydrolyse wurde der Aminostickstoff in 2cem einer aufs 
10fache verdiinnten Losung nach van Slyke bestimmt. Die 
Resultate sind in der Tabelle angegeben. 


NH:-N in 2 ccm (mg) vor und nach der Hydrolyse des Peptondigestats 


: Zunahme in 2 ccm 
| Peptondigestat Hydrolysat TEpdrolait 
a) Hauptversuch | 0,2227 0,3544 
b) Kontrolle | 0,1485 0,1832 
a-b | 0,0742 0,1712 0,0970 


Darmsaft-Hydrolyse: 20cem Filtrat des Peptondigestats 
wurden nach Umpufferung bei Pu 7,5 mit 2 cem frischem Darmsaft 
(aus Hundedarmfistel) unter Toluol digeriert. Andererseits liess 


442 T. Sakai. 


man auch 20 cem Filtrat unter weiterem Zusatz von 2 cem Kathep- 
tasesuspension (0,2 ¢ ereptasefreie Leberpulver in 2 cem Wasser), 
die mit 2 ccm 0,1 Mol Cysteinlésung aktiviert wurde, der Digestion 
unter Toluol bei Pu 4,5 unterwerfen. Kontrolle mit Enzympuffer 
ohne Filtrat. Zur Versicherung der Katheptaseaktivitat diente 
auch ein Ansatz mit Witte-Pepton. 


Acidititszunahme in 4 cem Digestat (ccm 0,1 n-NaOH) 


Ohne Cystein Mit Cystein 

Lat MT ¢ Ps Zeit (Std.) | 

Enzyme Giviediaea ee 24 72 120 24 72 120 
Darmsaft : eee tl . 

(PH 7,5) Peptondigestat 0,63 0,75 0,73 | _- —, 
Hreptasefreie 
Katheptase ” = == aaa — 0,07, 0:03, 0:09 

(Pa 4,5) 

” Witte-Pepton 0,2). 0,35, 0,45. | 0,67 1.24. 4,37 
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IV. Mitteilung: Unterscheidung der katheptischen 
Peptonasewirkung von der Proteinasewirkung. 


VON 


TOORU SAKAI. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultit der 
Kaiserlichen Tohoku-Universitiét (Sendai) und aus dem Utzino- 
Laboratorium des Instituts fiir Chemische Forschung 
an der Kaiserlichen Universitét Kyoto. 

Direktor: Prof. Dr. 8S. Utzino.) 


(Eingegangen am 16. Februar 1943) 


In den vorangegangenen Abhandlungen haben Utzino (1941) 
und Verf. (1943) schon darauf aufmerksam gemacht, dass man 
die Proteinase-, Peptonase- und Acyldipeptidasewirkung in der 
Hauptsache in der ereptasefreien Katheptasefraktion der Schweine- 
leber erkannt hat und nun taucht eine neue Frage auf, ob man 
unter diesen Enzymwirkungen noch weiterere Unterscheidungen 
machen kann. Die vorige Beobachtung (Sakai, 1943), dass der 
Wasserextrakt jener Fallung der ereptasefreien Katheptasefraktion 
eine starkere Aktivitaét der Peptonspaltung als die der Gelatinespal- 
tung entfalten konnte, deutet schon die Verschiedenheit der 
Enzymeigenschaften an. 

In der vorliegenden Arbeit wurde das Verhalten der Kathep- 
tasefraktion gegentiber den Inaktivierungsprozeduren untersucht, 
um die partietle Ausschaltung der einen oder anderen Wirkung zu 
erzielen. Bevor Verf. auf das Studium der Inaktivierung eingeht, 
moechte er erst iiber die Aktivitiéitsveranderung bei der Aufbewah- 
rung im Hisschrank sprechen. Bei einer kurzfristigen Aufbewah- 
rung im Hisschrank scheint die Peptonasewirkung etwas mehr als 
die Kathepsinwirkung beeintrachtigt zu werden (Tabele I-a). 

Unter den gepriiften Séuren scheint LEssigsaure etwas 
schidigend auf die Katheptasewirkung einzuwirken (Tabelle I-b). 
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Zu praparativem Zweck hat man hier die Aktivitat der ver- 
schiedenen Niederschlage gepriift. Die Acetonfallung aus der 
Gesamtmazeration erwies sich als etwas stirker aktiv als der un- 
lésliche Bodensatz in der zentrifugierten Mazeration ; diese Tatsache 
mag fiir das, wenn auch geringe, Vorhandensein einer Lyoform 
neben dem Desmoform sprechen (Tabelle II). Aus der abzentri- 
fugierten oberen Lésung konnte man nur eine minderwertig aktive 
Fallung mit Aceton erzielen. 

Hier sei nun hervorgehoben, dass der Alkaliwirkung z. B. bei 
Pu 7,7 und 37°C gegeniiber die Peptonaseaktivitat widerstand, 
wahrend die Gelatinehydrolyse schon nach 30 Minuten Alkali- 
wirkung vermisst wurde (Tabelle IIL). 

Im gleichen Sinne wirkte die Siure-Behandlung vernichtend 
auf das Gelatine-Enzym ein. Die Aciditatszunahme wurde in 
Gelatine-Digestat mit der bei PH 3,5 und 387°C 30 Min. lang 
behandelten Enzymlosung nicht mehr beobachtet, obwohl dieselbe 
Enzymfraktion noch deutlch das Witte-Pepton anzugreifen im- 
stande war (Tabelle IV). 

Der Hitzebehandlung gegeniiber verhalt sich die Peptonase 
auch widerstandsfahiger als das Kathepsin. Die Proteinaseaktivitat 
ging schon nach dem Erhitzen bei 70°C 30 Min. verloren, wahrend 
die Peptonasewirkung noch deutlich auftrat (Tabelle V). Auf 
Grund dieser Ergebnisse kann man wohl auf die starkere Resistenz 
der katheptischen Peptonase gegeniiber dem inaktivierenden Hin- 
eriff schliessen. 

Nun kommt das Adsorptionsverfahren mit einigen Adsorben- 
tien in Betracht. Durch die Adsorbentien schienen die kathepti- 
schen Enzyme fast gleichmassig adsorbiert zu werden. Im Eluat 
mit dem alkalischen Phosphatpuffer von Pu 7,2 besonders aus dem 
Ferrihydroxydadsorbat oder Tierkohleadsorbat wurde nur die 
Peptonasewirkung wiedergefunden, wihrend die katheptische 
Proteinase darin vermisst wurde (Tabelle VI). 

Auf Grund dieser Beobachtungen fiihrte man hier ein Beispiel 
der Trennung der katheptischen Peptonase von der katheptischen 
Proteinase entweder durch das Alkali-Verfahren bei Pu 7,7 (37°C 
30 Min.) oder durch das Saure-Verfahren bei Pu 3,5 (37°C 30 
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Min.) aus. Um die Inaktivitit der katheptischen Proteinase- 
wirkung mit Sicherheit zu bestitigen, kamen neben Casein auch 
Fibrin, Albumine und Gelatine zur Verwendung. Diese Hiweiss- 
korper zeigten keine Acidititszunahme im Digestat bei Pu 4,5, das 
im Gelatine-Versuche mit der doppelten Menge Enzym unter der 
Mitwirkung des Cysteins ausgefiihrt wurde (Tabelle VII-a). Diese 
ereptase- und kathepsinfreie Enzymfraktion vermag noch Peptone 
von verschiedener Herkunft anzugreifen, obwohl der Hydrolysen- 
grad einerseits von den Peptonarten und andererseits von den 
Enzymarten A und B abhingig zu sein scheint (Tabelle VII-b). 

Merkwiirdigerweise trat die Spaltung des Witte-Peptons sehr 
auffallend, besonders nach der Cysteinaktivierung auf, wahrend 
die anderen nur eine schwache Aciditatszunahme zeigten. Diese 
Peptonkorper moégen vielleicht aus einer niedrigeren Abbaustufe 
entstehen. 

Zuletzt sei hier noch hervorgehoben, dass das Priparat trotz 
der Cysteinaktivierung nicht mehr Benzoyldiglycin angreifen 
konnte. Auf Grund dieser Beobachtungen konnte man nun mit 
Erfolg den Unterschied zwischen der katheptischen Proteinase 
(Kathepsin im engeren Sinne) und der katheptischen Peptonase in 
der Gewebekatheptase (Kathepsin im weiteren Sinne), unter der 
man das saure Proteasensystem der Gewebe verstehen sollte, fest- 
stellen. Fiir die erstere mdchte man wohl das Wort ,,Katho- 
proteinase“ (Kathepsin im engeren Sinne) und fiir die letztere das 
Wort ,,Kathopeptonase“’ benutzen, um eine Verwechselung zu 
vermeiden. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Hier wird iiber die Trennung der katheptischen Peptonase 
von der katheptischen Proteinase der ereptasefreien Katheptase der 
Schweineleber berichtet. Durch die Aufbewahrung des ereptase- 
freien Leberenzyms bei Pu 7,7 (37°C 30 Min.) oder bei Pu 3,5 
(37°C 30 Min.) wurde die katheptische Proteinase vernichtet, 
wihrend die katheptische Peptonase noch erhalten blieb. In diesem 
Enzympraparat wurde auch die Acyldipeptidase fiir Benzoyl- 
diglycin vermisst. 
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2. Der Hitzewirkung bei 70°C (30 Min.) widersteht die 
Peptonase, nicht aber die Proteinase. Das alkalische Eluat, welches 
aus dem Ferrihydroxyd- oder Tierkohleadsorbat der ereptasefreien 
sauren Leberkatheptaselosung gewonnen wurde, erwies sich nur 
auf Witte-Pepton noch aktiv, nicht aber auf Gelatine. Hierauf 
schlug Verf. sechlechtweg die Kathopeptonase fiir die katheptische 
Peptonase und die Kathoproteinase (Kathepsin im eingeren Sinne) 
fiir die katheptische Proteinase der Gewebekatheptase (Kathepsin 
im weiteren Sinne) vor. ; 


Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle bestens 
gedankt fiir die Gewahrung einer Unterstiitzung zur Anregung 
wissenschafthcher Forschung. Prof. Dr. 8. Utzino. 
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Experimenteller Teil. 
TABELLE I[-a. 
Einfluss der Aufbewahrung auf die Leberkatheptase 
des Schweines. 
Um die Resistenzfrage der katheptischen Wirkungen der 
-Schweineleber zu klaren, wurde hier eine Lebermazeration, die aus 
1 Teil Leberbrei und 2 Volumteilen Wasser bestand und koliert 
wurde, dem Saéure-Verfahren bei Pu 4 und 37°C (40 Min.) unter- 
worfen, nachdem die Mazeration unter Toluol im Hissehrank 4 oder 
7 Tage lang aufbewahrt worden war und dann nach der Aceton- 
Ather-Methode getrocknet. Hine 10%ige Suspension dieses Prii- 
parats wurde bei den Versuchen gebraucht. 

Versuchsansatz: 5ecem 8%ige Gelatine- oder 16%ige Pepton- 
losung+2eem Enzymlésung (0,2g)+13¢eem Phosphatpuffer+ 
Toluol; digeriert bei PH 4,5 und 7,2 und bei 37°C. Aciditats- 
bestimmung nach Sorensen in 4cem Digestat. Die korrigierten 
Werte der Aciditétszunahme nach Abzug der Kontrollwerte in 
Tabellen angegeben. 


Acidititszunahme in 4 cem Digestat (cem 0,1 n-NaOH) 


Aufbewahrung im Eisschrank 
Sofort 
Substrate 4 Tage 7 Tage 
alee ki an 24 72 24 «72 
PH 
Gelatine 2 = fe a 0.22 0.6 
(Merck) 45 0,5 1,05 0,4 0,85 y , 
Pepton KA 4,5 0,62 1,08 0,12 0,4 0,15 0,4 
Pepton KA 7,2 —0,05 0 0,03 0,01 0 0,01 | 


TABELLE I-b. 
Verhalten der Leberkatheptase des Schweines aufbewahrt bei 
Pu 4 mit einigen Sdiuren in Raumtemperatur. 


Die Priparatsuspension, die frei von Ereptase ist, bewahrte 
man nach Hinstellen bei Pu 4 mit 5%iger Essigsiure oder Phos- 


" 
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phorsiure bei Raumtemperatur 30 Min. lang und priifte sie auf 
ihre Aktivitat. 

Versuchsansatz: 5cem 8%ige Gelatine- oder 16%ige Pepton 
K A-Lésune +2 cem Enzymlésung (0,2 g) +13 eem Phosphatpufter 
+ Toluol. 


Acidititszunahme in 4 ccm Digestat bei Pu 4,5 (cem 0,1 n-NaOH) 


Gelatine (Merck) Pepton KA 


Sduren 


Essigsaure 0,03 0,3 0,51 0,23 0,25 0,40 
Phosphorsaure 0,35 0,67 0,70 0,45 0,38 0,47 
Milchsaure | 0,88 0,68 0,78 0,44 0,50 0,55 


TABELLE IT. 


Verteilung der ereptasefreien Katheptase in der Lebermazeration 
des Schweines. 

Die Lebermazeration (1 Teil Leberbrei: 1,5 Teile Wasser) liess 
man zuerst bei PH 4 und 37°C 40 Min. lang stehen, um die Hreptase- 
wirkung auszuschliessen. Nach Einstellung bei Pu 5 erhielt man 
einerseits eine Acetonfallung aus der Gesamtmazeration und ande- 
rerseits zentrifugierte man die Mazeration und trennte den Boden- 
satz von der oberen Fliissigkeit ab, die dann unter 40°C auf dem 
Wasserbade mittels Fons stark eingeengt und mit Aceton versetzt 
wurde, um auch hier eine Acetonfallung zu gewinnen. Der ab- 
geschleuderte Bodensatz wurde. ebenfalls durch Acetonzusatz 
eetrocknet. 


Aciditatszunahme in 4cem Digestat bei Pu 4,5 (cem 0,1 n-NaOH) 


Enzyme |  Geaumi. | Getroekueter | *° Paes 

Substrate mazeration Flissigkeit 
par Sei hones, agi? 24. «72 24 72 

Gelatine 4,5 0,29 0,54 OM9,8 0,05 0,12 

Pepton K A 4,5 0,35 0,5 0:21 97710533 0,02 0,12 

Pepton K A 7,2 0 0 —0,03 0,05 0,05 0,03 
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Versuchsansatz: Ebenso wie in Tabelle I. 
Eine 10%ige Enzym-Suspension kam zur Verwendung. 
Die Tabellenangaben korrigiert. 


TABELLE III. 


Trennung der katheptischen Peptonase von der katheptischen 
Proteinase (Kathepsin) durch die Alkaliinaktivierung. 

Hier wurde das Leberpulverpraparat verwendet, das durch die 
Saureinaktivierung von der Ereptase befreit war und sich noch 
katheptisch aktiv erwies. Hine 10%ige Pulversuspension in Wasser 
stellte man bei PH 7,5, 7,7 und 8,0 mit 3% NaOH ein und bewahrte 
sie bei 37°C verschiedene Zeit lang auf, um dann ihre Aktivitat 
auf Protein und Pepton zu priifen. 

In den Versuchen geschah die Aktivierung der katheptischen 
Enzyme durch Aufbewahrung von je 2 ecem Lebersuspension (0,2 ¢ 
Enzympraparat) mit 2 cem 0,1 Mol Cystein HCl-Loésung (neutrali- 
siert) bei Po 6 und 37°C wahrend 30 Minuten. 

Versuchsansatz: 5cem 8%ige Substratlosung+4ecem Enzym- 
Cysteingemisch + 11 cem Phosphatpuffer; digeriert bei Pu 4,5 und 
37°C unter Toluol. 

Die korrigierten Werte nach Abzug des Kontrollwertes 
(Enzym-Cystein-Puffer) angegeben. 


Aciditiitszunahme in 4 cem Digestat bei Pu 4,5 (cem 0,1 n-NaOH) 


Substrate Pepton (Witte) Gelatine (Merck) 


Aufbe- Zeit (Std.) 24 72. 120 24 120 
wahrungs- 


PH u. Zeit Aw 


~ 
bo 


10 Min-—\} 030 0,98 1,18 0,02 0,2 0,37 
PH WZ,5 20 » 0,45 0,85 1,13 0,08 0,2 0,31 
30 0,46 0,86 aii) 0,07 0,25 0,35 
10 Min. 0,43 0,7 0,9 0,06 0,03 0,24 
ELE w Y/Y 20 » 0,35 0,75 0,96 0,05 0,08 0,25 
30» 0,35 0,58 0,87 0 0,03 0,08 


Pi 933) 10 Min. 0,2 0,02 0,57 0,03 0,07 0,09 
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TABELLE IV. 


Trennung der katheptischen Peptonase von der katheptischen 
Proteinase (Kathepsin) durch die 
Stureinaktivierung. 

In diesen Versuchen behandelte man eine 10%ige Enzym- 
suspension des Praparats in der Tabelle III bei Pu 3,8, 3,5 und 
3,0 (mit 8% HCl) und 37°C verschiedene Zeit lang. Versuchs- 
anordungen und Cysteinaktivierung ebenso wie in der Tabelle III. 


Acidititszunahme in 4 ccm Digestat bei Pu 4,5 (ccm 0,1 n-NaOH) 


Substrate Pepton (Witte) Gelatine (Merck) 
Zeit (Std. 
suede a ietae 24 72 120 24 a2 120 

wahrungs- paced > : ; : 

PH u. Zeit 
10 Min. 0,7 1,42 1,8 0,15 0,5 0,78 

PH 3,8 oe) a? (OA 1,4 1,81 0,09 0,47 0,5 
30 » 0,71 1,28 1,5 0,03 0,8 0,47 
10 Min. 0,5 1,02 1,4 0,05 0,3 0,5 

PH 3,5 O07 0,45 1,03 1,32 —0,07 —0,02 0,28 
Bx) 0,36 0,88 1,03 | 0,02 0.09 0,07 
10 Min. 0,08 0,24 0,32 0,02, —0,02 —0,08 

PE ESO 20. 42 0,05 0,2 0,25 — _— _ 
20» 0 0,12 0,24 = = a 

1 Std. 0 0,08 0,08 —_ — — 
TABELLE V. 


Trennung der katheptischen Peptonase von der katheptischen 
Proteinase (Kathepsin) durch Hitzeinaktivierung. 

Eine 10%ige Enzymsuspension in Wasser wurde in einem 
Reagenzglaschen bei einer bestimmten Temperatur 15-30 Min. lang 
erhitzt und dann zu dem Versuch verwendet. Versuchsanordnun- 
gen und Cysteinaktivierung: Ebenso wie in der Tabelle IIT. 
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Aciditétszunahme in 4 ccm Digestat bei Pu 4,5 (ccm 0,1 n-NaOH) 

ace ee at 24 72 120 Bins = >) TR i080 
60°C 15 min 60°C 30 min 

Gelatine (Merck) 0,25 0,58 0,83 023 05 0,75 

Pepton KA 0,37 0,72 0,79 0,39 0,67 0,79 
65°C 15 min 60°C 30 min 

Gelatine (Merck) 0,26 0,49 0,62 0,08 0,28 0,44. 

Pepton KA 0,32 0,77 0.8 0,19 0,45 0,42 
70°C 15 min 70°C 30 min 

Gelatine (Merck) 0,02 0,22 0,31 0,01 0,06 0,13 

Pepton (Witte) 035 0,9 1,25 0,23 0,65 «0,98 

Pepton K A 0,02 0,22 0,35 0,05 0,25 0,4 
75°C 15 min 75°C 30 min 

Gelatine (Merck) 0 0 0,04 |—0,05 —0,03 0,07 

Pepton (Witte) 0,25 0,4 0,47 0 0,17 0,22 

Pepton KA 0,03 6,2 0,23 —0,02 0 —0,07 
* 75°C 15 min 75°C 30 min 


Gelatine 


mit Cystein 


mit Cystein 


0 —0,01 —0,01 


— 0,03 


0 0,1 


Pepton (Witte) 


0,21 0,45 0,55 


ae) 20 Lo Msn: 
mit Cystein 


Gelatine (Merck) —0,05 0 0,08 
Pepton (Witte) 0,11 0,388 0.53 
80°C 15 min 
Gelatine (Merck) 0,03 0 0 

: Pesto (Witte) 0,03 0,03 0,03 
Pepton KA - 0,01 0 0,02 
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Bei Erhitzen auf 75°C (15 und 30 Min.) wurde die Enzymsuspension 
vorher mit der gleichen Volummenge 0,1 Mol Cysteinlésung vermischt, und dann 
ohne weiteren Cysteinzusatz geprift. 

** Nach der oben erwihnten Erhitzung auf 75°C (15 Min.) mit Cystein 
liess man 4 cem dieser Enzym-Cystein-Lésung unter erneutem Zusatz von 4 ccm 
0,1 Mol-Cysteinlésung (37°C Zeitdauer 30 Min.) auf 5cem 8%ige Substrat- 


ld6sung mit 7 cem Puffer einwirken, 


TABELLE VE. 


Verhalten der Katheptasenenzyme der Schweineleber 
bei dem Adsorptiansverfahren. 


Adsorptions- und Elutionsverfahren: 16 cem Fliissigkeit, die 
von einer 10%igen Wassersuspension des ereptasefreien Leber- 
pulvers (Tabelle I1i) in der Zentrifuge abgetrennt wurde, hat man 
unter Einstellung bei Pu 4 mittels 5%iger Milchsaure mit einer 
bestimmten Menge Adsorbens (od. Suspension) gut geschiittelt. 

Naeh 30 Min. Umrithren wurde die Flissigkeit in der Zentri- 
fuge abgeschleudert und vom Bodensatz getrennt. 

Beim Gebrauch wurde die saure Adsorptionsrestlésung mit 
Soda bei Pu 6,0 eingestellt und mit der gleichen Volumenge 0,1 
Mol Cysteinlésung wie in der angegebenen Weise aktiviert. 

Der Bodensatz wurde mit verditinnter Ammoniaklosung unter 
Umeinstellung bei Pu 7,2 auf 16 cem erganzt und 30 Min. lang gut 
ungerthrt. Die in der Zentrifuge abgetrennte Fliissigkeit wurde 
mit Milchsaure neutralisiert und mit Cystein in 0,05 Mol-Konzentra- 
tion aktiviert. 

Bei einigen Versuchen wurde der abgetrennte Bodensatz einer 
zweiten Elution unter den gleichen Bedingungen (Pu 8,0) unter- 
zogen (Eluat IT). 

Adsorptionsansatz: 3,2 cem Ferrihydroxyd (65,6mg Fe.03)-, 
Tierkohle (0,32 ¢)-, Tonerde (37,8 mg)- oder Kieselgursuspension 
(0,8 ¢) +16 cem Enzymlosung; bei Pu 4 ausgefiihrt. 

Versuchsansatz: 5cecm 8%ige Substratlésung +4 cem Adsorp- 
tionsrestlésung oder Eluat mit 4 cem 0,1 Mol-Cysteinlésung +7 cem 
Phosphatpuffer + Toluol. 
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Aciditatszunahme in 4 ecm Digestat bei Pu 4,5 (ccm 0,1 n-NaOH) 


= | Eluat I Eluat IT 
Restlosung | (PH 7,2) (Pr 8,0) 
Zeit (Std.) 
Adsorbens | 24 72 420|-24 72 £20) 24..72. 429 
Substrate ema s 
> | Gelatine (Merck) |0,15 0,38 0,36/0 0,06 0,05/0 0,05 —0,05 
Ferri- i = x 
feted Pepton (Witte) |0,5 0,85 0,98 0,23 0,47 0,55 0,23 0,3 0,35 
Pepton KB 0,26 0,54 0,61/0,2 0,22 0,30/0,21 0,2 0,28 


Gelatine (Merck) |0,02 0,27 0,37/0,02 0,02 0,05/0 0,02 0,03 
Tierkohle | Pepton (Witte) |0,42 0,92 0,94 0,27 0,57 0,67 |0,23 0,32 0,42 
Pepton KB 0,22 0,67 0,72/0,2 0,4 0,45 0,15 0,32 0,45 


Gelatine (Merck) |0,13 0,25 0,35/0,01 0 —0,02/0,05 0,05 0,03 
Tonerde Pepton (Witte) 0,46 41,08 1,23)/0,01 0,01 0,03 )0 0,02 0,02 


Pepton KB 0,3 0,78 0,9 |0,06 0,1  0,14/0 0 0,02 


Gelatine (Merck) |0 —0,05 0,01) 0,17 0,42 0,42 | — 
Kieselgur | Pepton (Witte) 0 0 —0,01/)0,64 1,15 1,38 | = 
Pepton KB 0,05 0,03 0,08 0,4 | 0,67 0,82 | — 


TABELLE VII-—a. 

Trennung der ereptase- und kathepsinfreien Kathopeptonase durch 
Alkali- oder Sdureinaktiwierung der katheptischen 
Proteinase (Kathepsin im engeren Sinne). 

Hier stand das ereptasefreie Katheptasepraparat zur Ver- 
fiigung, das aus 1 Teil Leberbrei (Schwein) und 1,5 Volumteilen 
Wasser bereitet und in der schon beschriebenen Weise durch das 
Sdure-Verfahren (bei Po 4 und 37°C 30 Min.) von der Ereptase 
befreit wurde. Auf Grund der Ergebnisse in der vorigen Tabelle 
liess man diese Praparatloésung bei PH 7,7 (mit 3% NaOH) und 
37°C 30 Min. lang stehen, um die Kathepsinwirkung (katheptische 
Proteinase=Kathoproteinase) auszuschliessen und dann mit 
Aceton-Ather trocknen (Kathopeptonase A). Andererseits wurde 
die Kathepsinwirkung aus der Prapiratlésung durch Aufbewah- 
rung bei Pu 3,5 (8% HCl) und 37°C 30 Min. lang ausgeschaltet 
(Kathopeptonase B). Dieses Enzympriaparat hat man mit Aceton 
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aus der Losung gefallt und getrocknet. 

In den Versuchen wurde eine 10%ige Suspension dieses 
trocknen Pulvers (A oder B) in Wasser gebraucht. 

Versuchsansatz: 5cem 8% Substrat-Puffer + 4cem Enzym- 
suspension (0,4g@ A oder B)+4cem 0,1 Mol-Cysteilosung; mit 
Puffer auf 20cem erganzt und bei Pu 4,5 (Pu 5,0 fiir Casein) 
unter Toluol digeriert. Fiir Gelatine-Spaltung wurden 2 oder 4 cem 
Enzym mit verschiedener Menge Cysteinlésung geprift. Hier 
wurde die Gesamtmenge auch auf 20 cem gebracht. | 


Acidititszunahme in 4 ecm Protein-Digestat bei Pu 4,5 (cem 0,1 n-NaOH) 


zt 


Stee Zeit (Stdn.) Kathopeptonase A | Kathopeptonase B 
Substrate | oAN Bei ga eo 24 72 120 
Fibrin 0,04 O —0,01 0,02 0,02 0,05 
Casein (Hammarsten) —0,01 0,02 0,01 0,02 —0,01 0,05 
Serumalbumin (Merck) 0,02 0 0 0 0,07 0,22 
Ovoalbumin (Merck) ~ 0,07 0,07 0,08 0 0,01 0 
2ccm Enzymsuspension 0,02 0,02 0,07 —0,02 —0,02 0 
(0,2 gr) 
Gelatine mit 2 ccm 10/M Cystein- 
losung 
4 ccm Enzymsuspension 0 0,02 0,01 0,01 0 0 
(0,4 gr) 
mit 4 cem 10/M Cystein- 
losung 
4 eem Hnzymsuspension 0 0,08 0,07 0 0,03 0,04 
(0,4 gr) 
mit 4 cem 5/M Cystein- . 
losung 
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The Journal of Biochemistry, Vol. 36. 


UBER DIE AKTIVIERUNG DER TRYPTISCHEN 
WIRKUNG DES PANKREASSAFTES 
DES HUNDES. 


I. Mitteilung: Sdure- und Sdure-Cystein-Aktivierung 
der tryptischen Wirkung des Pankreassaftes. 


Von 


MASAMITI KAWAHARADA. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultit der 
Kaiserlichen Tohoku-Universitdt (Sendai) und aus dem Utzino- 
Laboratorium des Instituts fiir Chemische Forschungen 
an der Kaiserlichen Universitat Kyoto. 

Direktor: Prof. Dr. S. Utzino.) 


(Eingegangen am 1. Mai 1943) 


In den altesten Angaben iiber das Aktivieren des unaktiven 
pankreatischen Trypsins der Pankreasdriise vertrat Kiihne (1867) 
die Ansicht, dass die unaktive Driisensubstanz des Hundepankreas 
bei Digestion mit Siure unter Aufspaltung des aktiven Ferments 
zerfalle. Darauf erhielt Heidenhain (1875) stark aktive 
Glycerinextrakte aus gelagerter Pankreasdriise; er erklarte diese 
Aktivierung mit der Freilegung des Trypsinogens durch die in den 
Driisenzellen auftretende Saéure. Diesen Beobachtungen tiber die 
»spontane Aktivierung“ in der Driise wie in Ausziigen der 
Pankreasdriise standen die Angaben yon Schepowalnikow 
(1899) gegeniiber, wonach tryptisch inaktiver Pankreassaft nach 
Zugabe einer geringen Menge Darmsaft aktiviert wurde, und zwar 
in alkalischer sowohl als besser noch in neutraler und schwach 
saurer Lisung. Er schloss auf eine enzymatische Bildung von 
Trypsin aus einem Zymogen und nanute diesen Aktivator Entero- 
kinase. Wohlgemuth (1912) verkniipfte die spontane Aktivie- 
rung mit den bei der Aufbewahrung in den Driisensekreten sich 
abspielenden proteolytischen Prozessen. 

In der lehrreichen Abhandlung von Fischer und Abderhal- 
den (1905) sind vergleichende Untersuchungen tber Peptidspal- 
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tung durch den Hundepankreassaft, der spontan oder mit Darmsaft 
aktiviert wurde, veroffentlicht. 

Was die Wirkungsweise der Hnterokinase anbelangt, so 
bestand eine Fermenttheorie, fiir die sich Schepowalnikow 
(1899) aussprach, und welche die nachtragliche Bestatigung durch 
die Beistimmungen vieler Forscher fand (Bayliss u. Starling, 
1904, 1905), Meyer(1909-10), Mellanby u. Woolley (1912-13). 

Eine andere Ansicht vertraten Hamburger und Hekma 
(1902), indem sie das Bestehen stoechiometrischer Beziehungen 
zwischen Aktivator und Enzym annahmen. Zu dieser Auffassung 
bekannten sich Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter(1924). Sie 
schliessen auf eine chemische Reaktion im stoechiometrichen Ver- 
haltnis zwischen Kinase und Trypsinogen. 

Neuerdings haben Northrop und Mitarbeiter (1939) auf 
einige Falle von autokatalytischer Aktivierung des kristallinischen 
Trypsinogens ohne Enterokinase hingewiesen. Ihren Angaben nach 
wurde das kristallinische Trypsinogen autokatalytisch bei PH 7-8 
aktiviert, weshalb man inaktives Trypsinogen ohne Aktivierung 
nicht umzukristallisieren vermochte, da es beim Aufldsen in 
neutraler Flissigkeit aktiviert wurde; es konnte also als solches 
erst bei Vorhandensein eines Inhibitors umkristallisiert werden. 
Diese autokatalytische Aktivierung des Trypsinogens geschah 
auch in einer nicht stark verdiinnten Lésung von MgSO, oder 
(NH4)2SO4. Fiir diese Erscheinung sollte eine geringe Menge 
aktives Trypsin im Pankreasextrakt verantwortlich sein. Aktives 
Trypsin wirkte auch aktivierend auf Chymotrypsinogen, und zwar 
am starksten bei Pu 8. Bei 1 Monat langer Aufbewahrung bei 
5°C zeigte das unaktive kristallinische Chymotrypsinogen nur eine 
sehr schwache spontane Aktivierung, fiir die eine schwach alkalische 
wie saure Reaktion giinstig zu sein schien. Den Angaben dieser 
Forscher nach sollte die Aktivierung des Chymotrypsinogens durch 
aktives Trypsin bei Pa 8 mit der Zunahme des Nicht-Protein-Stick- 
stoffs im Trypsin-Chymotrypsinogen-System nicht paralell gehen. 

Zuletzt sei hier noch angefiihrt, dass Kunitz (1938) eine 
Penicillium-Kinase, mit der man bei Pu 3 das Trypsinogen 
aktivieren konnte, gefunden hat. Diese Penicilliumsubstanz erwies 
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sich auch als proteolytisch stark aktiv. Auf Grund dieser Beobach- 
tungen hat Northrop (1939) eine Aufspaltung der Peptidkette 
bei der Aktivierung durch Trypsin oder Penicillium-Kinase 
angenommen und auf die enzymatischen Vorgiainge bei der 
Trypsinogenaktivierung hingewiesen. Allerdings handelte es sich 
bei diesen Versuchen stets um die Extrakte von Driisenzellen, die 
“einen starken Aktivator enthielten; es wire nun aber von grésstem 
Wert und Interesse, die Aktivierungsweise des unaktiven Sekret- 
saftes der Pankreasdriise kennenzulernen. 

In der vorligenden Arbeit beschaftigte Verf. sich unter Leitung 
von Prof. Dr. 8. Utzino mit dem Studium der sogenannten 
spontanen Aktivierung des Pankreassaftes und zuerst kamen 
Bedingungen in Betracht, unter denen ein unaktiver Pankreassaft 
ohne Kinase-Zusatz spontan tryptisch aktiv werden kann. Den 
hier versuchten Pankreassaft!? gewann Verf. aus der einem Hunde 
angelegten Pankreasfistel nach einer gewissen Mahlzeit und wies 
auf seine Inaktivitat als Kontrolle jedesmal bei Versuchen hin. 

Nach 4tigiger Aufbewahrung des unaktiven Pankreassaftes im 
Eisschrank trat fast keine spontane Aktivierung desselben zutage 
(Tabelle I). Erst nach langfristiger Aufbewahrung unter Toluol 
(mehr als 30 Tage) im Hisschrank erfuhr der Saft eine deutliche 
spontane Aktivierung der tryptischen Wirkung des Pankreassaftes. 
Nach 2 Monaten ist der Saft, der sich als ziemlich aktiv erwies, 
noch durch Enterokinase aktivierbar, obwohl die Aktivitatshdhe 
deutlich niedriger als diejenige des frischen Saftes war. Im 
Hisschrank geht also eine spontane Aktivierung des Pankreassaftes 
sehr langsam vor sich. 

Den frischen unaktiven Saft konnte Verf. in unaktivem 
Zustand im Vakuumexsikkator trocknen, obwohl die Aktivitaét nach 
der Kinase-Aktivierung abgeschwiacht war (Tabelle I1). 

Genau wie schon berichtet (Waldschmidt-Leitz et al., 1924 
und Itzioka, 1937), blieb der Zusatz von CaCl oder von Galle 


1) Herren Prof. Dr. Satake und ausserord. Prof. D. Wada im 
physiologischen Institut hiesiger Universitat ist Werf. fiir die Anlegung der 
Pankreasfistel zu herzlichem Dank verpflichtet. 
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ohne Einfluss auf die Aktivierung des Hunde-Pankreassaftes 
(Tabelle II). 

Nachdem der Saft in einem Kollodiumsackehen gegen destil- 
liertes Wasser 120 Stunden lang unter Toluol bei Zimmertem- 
peratur dialysiert wurde, zeigte die dialysierte Restlosung, die 
durch Zentrifugieren vom ausgefallten Niederschlag getrennt 
wurde, seine tryptische Wirkung fast in einem vollaktiven Zustand, 
da die Wirkung nicht mehr durch Kinase-Zusatz verstarkt wurde 
(Tabelle IV). Der Aktivitaétsgrad schien aber deutlich schwacher 
zu sein, als der des nicht dialysierten Saftes. Bei der Dialyse schied 
sich ein Niederschlag aus, der von der dialysierten Restflissigkeit 
getrennt wurde. Die dialysierte Restfliissigkeit, die dem Nieder- 
schlag zugesetzt wurde, erfuhr keine Verstirkung. Hier sei 
besonders betont, dass nach der Dialyse der PuH-Wert der dialysier- 
ten Restlésung bei Pu 5,6 liegt, wahrend der originale Pankreassaft 
ungefahr Pu 9,4 zeigt (Dialysat=PuH 7,0). Auf diese Aciditats- 
verschiebung bei der Dialyse muss man nun als eine Bedingung 
der spontanen Aktivierung Riicksicht nehmen. 

Daraufhin wurden weitere Versuche unter gewissen physi- 
kalisch-chemischen Bedingungen ausgefiihrt, die bei der Aktivie- 
rung in Dialyse oder nach langfristiger Aufbewahrung in Frage 
kommen. 

Hinfache Schiittelung kam nicht in Frage (Tabelle V). 

Um die Frage zu beantworten, ob nicht irgendein Gas wie 
Kohlensaure oder Luft sich auf die Aktivierung bei der Aufbewah- 
rung oder Dialyse bezieht, wurde hier eine Saftlésung gepriift, die 
mit Kohlensaure oder Luft bei Zimmertemperatur oder bei 37°C 
15 Min. lang durchstrémt und etwas sauer besonders dureh Kohlen- 
saure-Durchleiten wurde. Diese Behandlungen blieben auch ohne 
Hinfluss auf die Aktivierung (Tabelle VI-A). 

Aufbewahrung des Pankreassaftes, der einmal mit Kohlensaure 
gesattigt war oder aus welchem ein andersmal Kohlensdure nach 
Ansauren mit Salzsdure ausgetrieben wurde, im Hisschrank verlieh 
dem Saft keine Aktivierung (Tabelle VI-B). 

Nun_ taucht eine neue Frage auf, wie sich der Saft bei 
autolytischer LErscheinung. verhalt. Nach Aufbewahrune.. des 
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frischen Saftes bei Pu 5-8 und bei 37°C 24 Stunden lang erfuhr 
der Saft eine Aktivierung, die bei Pu 5,5 am stirksten war und 
einen fast gleichgrossen Wert zeigt, wie bei der Vollaktivierung 
mit Enterokinase (Tabelle VII-A). Hine Behandlung bei Px 5,5 
und bei Zimmertemperatur 24 Stunden lang geniigt nicht, um eine 
vollstandige Aktivierung herbeizufiihren. Zur Vollaktivierung 
‘muss die Aufbewahrung bei Pu 5,5 bei Zimmertemperatur linger 
als 72 Stunden dauern, bei Pu 7 noch linger (Tabelle VII-B). 
Erst nach Behandlung bei 5,5 und bei 37°C iiber 24 Stunden erfuhr 
der Saft eine Vollaktivierung, sonst trat die Aktivierung unvoll- 
standig auf. 

Wurde der Pankreassaft bei saurer Reaktion mit Cysteinlésung 
(0,05 Mol) bei 37°C 80 Minuten lang vorbehandelt, so trat eine 
deuthche tryptische Aktivitit in einem weiteren Pu-Gebiet (Pu 
5-6) und zwar am starksten bei Pu 5,5 auf, wahrend der nicht mit 
Cystein behandelte Pankreassaft in dieser Dauerzeit fast keine 
Aktivierung erfuhr (Tabelle VIII-A). Nach der Saure-Cystein- 
Behandlung bei Pu 5,5 24 Stunden lang trat eine fast vollstindige 
Aktivierung des Saftes auf, die Saéure-Aktivierung schien aber 
unvollstandig zu sein (Tabelle VIII-B). 

Auf Grund dieser Beobachtung méchte Verf. schliessen, dass 
die Saure-Cystein-Aktivierung des Saftes bei Pa 5,5 und bei 37°C 
(24 Std. lang) einem fast gleichen Aktivititsgrad erreichen kann, 
wie die Kinase-Aktivierung, da unter diesen Bedingungen die 
Aktivitaét der tryptischen Wirkung des Saftes fast gleich blieb. 
Die Saéure-Aktivierung bei Pu 5,5 und bei 37°C muss noch langer 
als 24 Stunden dauern, um eine vollstandige Aktivierung herbei- 
zuftihren. 

Wie anorganische Saéuren wirkten organische Sauren wie 
Milchsaure aktivierend auf den Pankreassaft bei Pu 5,5 und unter 
diesen Sauren konnte man keine spezifische Wirkung der Saure 
auffinden (Tabelle [X). 

Bei Pu 5,5 wirkte Schwefelwasserstoff nicht besonders stark 
ein, da die Aktivitat der tryptischen Wirkung nur eimen schwachen 
Grad wie bei der Saure-Aktivierung zeigte (Tabelle X). Cyan- 
wasserstoff wirkte vielmehr in hemmendem Sinne (Tabelle X). 
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Die Pankreas-Mazeration (Hund), welehe in kurzfristiger 
Digestion fast keine oder eine nur schwache Aktivitat entfalten 
konnte, erfuhr nach Aufbewahrung bei Px 5 eine deutliche Aktivie- 
rung, wenn auch schwicher als bei Kinase-Aktivierung (Tabelle 
XI). Hier trat aber die Saure-Cystein-Aktivierung nicht in so 
ausgepragtem Grade auf. Da die Behandlung nur eine Stunde 
lang wihrte, zeigte die Kinase-Aktivierung immer einen grosseren 
Wert. 

Was nun die Wirkung bei alkalischer Reaktion anbelangt, so 
erfuhr der Saft bei Aufbewahrung bei alkalischer Reaktion von 
Pu 8-11 im Eisschrank fast keine Aktivierung, wie aus der alkali- 
schen Reaktion des frischen Saftes erwartet, bei Pu 37°C jedoch 
nur eine schwache Aktivierung nach 24 Stunden (Tabelle XII—A 
u. B). Die Aktivitét war eine viel schwachere als bei Saure- 
Aktivierung. 

Um in das Wesen der aktivierenden Wirkung bei der Saure- 
bzw. Saure-Cystein-Aktivierung des Pankreassaftes einzudringen, 
hat Verf. weiter versucht, die Frage zu klaren, ob hier nicht irgend 
eine enzymologische Erscheinung etwas mit dem Aktivierungs- 
prozess zu tun haben koénne. Wie aus dem Autolysenversuche in 
Tabelle XIII ersichtlich ist, war die Reststickstoff-Zunahme im 
Autolysat bei PH 5,5 am gréssten unter den anderen wie bei Pu 4 
oder bei Pu 8 und in guter Ubereinstimmung mit der Autolysen- 
hohe stand die Aktivitéat des Pankreassaftes auch am hochsten. 
Diese Tatsache lasst uns an den Zusammenhang zwischen der 
Aktivierung und dem Autolysenvorgang des Pankreassaftes denken 
und hier sei angeftihrt, dass Kunitz (1938) auf Aktivierung des 
Kristalltrypsinogens durch Penicillium-Enzym (Proteinase) hinge- 
wiesen hatte. 

Hs ergab sich hier auch, dass Eiweissstoffe des Pankreassaftes, 
der zur Inaktivierung der Proteinase durch Hitze denaturiert 
wurde, am starksten durch Darmmucosa-Mazeration oder Leber- 
Katheptase als Darmsaft hydrolysiert werden konnten, was auch 
fiir die enzymatische angreifbare hdhere Stufe der Eiweissstoffe 
oder Peptonstoffe im Pankreassaft sprechen diirfte (Tabelle XIV). 
Auf Grund dieser obigen Beobachtungen méchte Verf. mit der 
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grossten Wahrscheinlichkeit annehmen, dass die sogenannte 
spontane Aktivierung der tryptischen Wirkung des Pankreassaftes 
viel mit der Siiure- oder Saure-Cystein-Aktivierung zu tun haben 
muss und letztere vielleicht in Beziehung mit irgend einem 
autolytischen Vorgang durch Protease bei Pu 5,5 stehen diirfte, 
welche vermutlich von katheptischer Natur sein mag. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Hine spontane Aktivierung des unaktiven Pankreassaftes 
des Hundes fand dusserst langsam im Hisschrank statt und man 
konnte den unaktiven Saft als solehen im Vakuumexsikkator unter 
partieller Abschwaéchung der tryptischen Wirkung nach der 
Kinaseaktivierung trocknen. Calciumchlorid wie Galle zeigten 
keine den Saft aktivierende Wirkung. 

2. Nach Dialyse wurde der unaktive Pankreassaft wirksam ; 
wobei sich die alkalische Reaktion (PH 9) des originalen Saftes 
nach der sauren Seite von Pu 5,6 verschob. Einfaches Schiitteln 
des Saftes oder Durchstrémen der Luft oder Kohlensdure bewirkte 
keine AKtivierung. 

3. Bei Aufbewahrung des Saftes bei 37°C erfuhr dieser in 
dem Pu-Bereich von Pu 5-8 eine Aktivierung, und zwar am 
stirksten bei Pu 5,5. Diese aktivierende Wirkung wurde dureh 
Oysteinzusatz deutlich gefordert. Bei Aufbewahrung bei Pu 5,5 
und bei 37°C 72 Stunden lang schien der Saft fast vollstandig 
aktiviert zu werden, da er durch Kinase nicht mehr aktiviert wurde. 
Nach Cysteinzusatz zeigte der Saft eine solche Aktivitaét schou 
nach 24stiindiger Aufbewahrung bei Pu 5,5. Danach mochte Verf. 
eine Saiure- oder Saéure-Cystein-Aktivierung des Saftes annehmen. 
Organische wie anorganische Séuren besitzen fast den gleichen 
Wert fiir die Sdure-Aktivierung; Schwefelwasserstoff wirkte 
ebenfalls fordernd, Cyanwasserstoff aber im hemmenden Sinne. 

4, Die Zunahme des Reststickstoffs im Autolysat des Saftes 
bei Aufbewahrung bei 37°C unter Toluol war bei Pu 5,5 am 
stirksten, indem zugleich auch die Aktivierung am grossten war. 
Darauf hin ist Verf. geneigt, diese Saure- und Saure-Cystein- 
Aktivierung bei Pu 5,5 dureh irgend eine Protease-Wirkung 
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katheptischer Natur zu erklaren. 


Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle bestens 
gedankt fiir die Gewahrung einer Unterstiitzung zur Anregung 


wissenschaftlicher Forschung. Prof. Dr: S.. Utgino. 
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Versuchsteil. 


TABELLE I. 


Spontane Aktivierung der tryptischen Wirkung des Pankreas- 
saftes bet Aufbewahrung unter Toluol im Eisschrank. 


Nach Aufbewahrung des frischen Pankreassaftes, der aus einer 
-einem Hunde angelegten Pankreasfistel nach der Mahlzeit von Reis- 

Fleisch und Milch gewonnen wurde, unter Toluol im Hisschrank 
pipettierte man eine gewisse Menge Saft ab, um ihn auf seine 
Trypsin-Aktivitét hin zu priifen. Bei den Versuchen wurden 3 
cem Saftlosung verwendet, nachdem 1 ccm Saft mit 9 cem Wasser 
verdtnnt worden war. 

Zur Kinase-Aktivierung wurde je 1 cem Saft mit 0,05 g Kinase- 
pulver® in 9cem Wasser versetzt und bei 37°C 30 Minuten lang 
stehen gelassen. 

Versuchsansatz: 20 cem 1%ige Kaseinpufferlosung wurden mit 
3cem Saftlosung 1:10) vermischt und das Gemisch mit Puffer, 
unter Hinstellung bei Pu 7,5, auf 25eem gebracht. Den Ansatz 
liess man unter Toluol bei 37°C digerieren und bestimmte die 
Aciditét in 5cem Digestat nach Sdrensen. Nach Abzug der 
Kontrollwerte wurden die korrigierten Werte der Aciditatszunahme 
in den Hauptversuchen in der Tabelle angegeben. 

Um die Aktivitit des Pankreassaftes, der vier Tage lang im 
Hisschrank aufbewahrt worden war, zu priifen, wurden hier 1,5 
cem Saftlésung (1:10) anstatt 3eem in den Versuchen verwendet, 
die sonst unter den gleichen Bedingungen wie die in Tabelle I 
ausgefiihrt wurden. 

Acidititszunahme in 5 eem Digestat nach 3, 8 und 24 Stunden: 
vor der Aufbewahrung a) ohne Kinase 0,05, 0,01 und 0,09; mit 
Kinase 0,26, 0,44 und 0,49: nach der Aufbewahrung b) ohne Kinase 
0,03, 0,05 und 0,09; mit Kinase 0,33, 0,4 und 0,49 eem 0,1 n-NaOH 
respektive. 

Uber die Higenschaften des hier gebrauchten Kinasepulvers, 
das aus Diinndarmmueosa bereitet wurde und sich als ereptisch 
wie tryptisch inaktiv erwies, wird Verf. eingehend in einer der 
folgenden Abhandlungen berichten. 
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Acidititszunahme in 5 ccm Kasein-Digestat bei PH 7,5 
(cem 0,1 n-NaOH) 
Aufbewahrungszeit 
Aktivierung o 

a oO oO o 

St) a OR a ea aie 

ae ee Re 
5 0 0 0,15 0,19 0,37 0,46 0,56 
_ Ohne 24 | 0,09 | 0,17 | 0,36 | 0,49 | 0,65 | 0,7 | 0,77 

Kinasepulver 

72 0,26 0,48 0,58 0,68 0,83 0,85 0,89 
Mit 5 0,98 0,8 0,76 0,73 0,73 0,7 0,61 
Kinasepulver*) 24 1,19 0,99 0,89 0,92 0,98 0,9 0,83 
(0.05 2) 72 | 1,26 | 1,08 | 1,06 | 1,04 | 1,06 | 10 | 0,93 


*) Vergl. dazu die Beschreibung in der nachsten Abhandlung dieser Arbeit, 


TABELLE II. 


Einfluss der Trocknung im Vakuum-Exsikkator auf die Aktivierung 
der tryptischen Wirkung des Pankreassaftes. 


Nachdem man den frischen Pankreassaft im Vakuum-Exsik- 
kator 15 Tage lang getrocknet hatte, wurde die Trockenmasse mit 
Wasser auf das originale Volumen gebracht und gepriift. Bei den 
Versuchen gelangten 3 ccm einer mit Wasser aufs 10fache verdiinn- 
ten Saftlosung zur Verwendung. 

Zur Aktivierung wurde 1 cem Saft mit 0,05-0,1 ¢ Kinasepulver 
in 9 cem Wasser versetzt und bei 37°C 30 Minuten lang aufbewahrt. 

Versuchsansatz: Ebenso wie in Tabelle I. 


Aciditatszunahme in 5 cem Kasein-Digestat (cem 0,1 n-NaOH) 


Zeit ee Mit 0,05 g Kinasepulver Mit 0,1 g Kinasepulver 
(Stdn.) |— 
PH Digestions-PH Digestions-PH 
750 7 GS 8 8,5 7 7,5 8 8,5 
0 0,52 0,45 0,43 0,36 0,4 0,43 0,38 0,41 
0,02 0,62 0,6 0,62 0,52 0,55 0,59 0,54 0,53 
24 0,13 0,76 0,77 0,74 0,61 0,68 0,73 0,62 0,69 
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TABELLE LV. 


Einfluss der Dialyse (120 Stdn.) auf die Aktiwierung der 

tryptischen Wirkung des Pankreassaftes. 

Dialyse: 10 cem frischer unaktiver Pankreassaft wurden in 
einem Kollodiumsackchen bei Zimmertemperatur 120 Stunden lang 
eecen destilliertes Wasser dialysiert, welches taglich zweimal erneut 
wurde. Das Gesamt-Dialysat (PH 7,0) hat man auf dem Wasser- 
bade unter 40°C mittels eines Fons bis auf ca. 20 cem abgedampft 
und auf seine Wirkung hin gepriift (b und d). 

Den dialysierten Pankreassaft, der nach der Dialyse ca. 14 com 
betrug und einen weisslichen Niederschlag bildete, brachte man mit 
destilliertem Wasser genau auf 20cem. In Versuch I wurde der 
Niederschlag abzentrifugiert und die obere Restlosung ohne diesen 
verwendet, wahrend die Gesamtrestlésung mit dem Niederschlag in 
Versuch Il gepriift wurde. 

Hier sei besonders erwihnt, dass der Pankreassaft, der vor 
der Dialyse einen PH-Wert von 9,4 zeigte, nach der Dialyse schwach 
sauer (PH 5,6) wurde. 

Aktivierung: Kontrolle) leecm Pankreassaft+9cem Wasser 
mit od. ohne 0,05g Kinasepulver; a und c) 2ccem dialysierter, 
verdunnter Pankreassaft (=1lecem Pankreassaft) +8 cem Wasser 
mit od. ohne 0,05 g Kinase; b und d) 2.cem dialys. verd. Pankreas- 
saft+2cem Dialysat+6cem Wasser mit od. ohne 0,05¢ Kinase. 
Jedes Gemiseh wurde bei 37°C 30 Min. lang aufbewahrt und dann 
je 3cem nach dem Erkalten als Enzym dem Versuchsansatz hinzu- 
gefiigt. 

Versuchsansatz: 20 cem 1%ige Kasein (Hammarsten) -Citrat- 
pufferlosung+3cem Enzymlésung, mit Citratpuffer auf 25 ccm 
gebracht (PH 8,0) und bei 37°C unter Toluol digeriert. Allgemeine 
Kontrolle: Enzym-Pufferlosung ohne Substrat. Die korrigierten 
Werte der Aciditatszunahme finden sich in der Tabelle angegeben. 
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TABELLE V. 
Einfluss der Schiittelung auf die Aktivierung der tryptischen 
Wirkung des Pankreassaftes. 
Den Pankreassaft, der im Eisschrank 3 Tage lang unter Toluol 
aufbewahrt worden war, schiittelte man in einem Schiittelapparate 
8 Stunden lang und priifte auf seine Aktivitaét hin in der schon 


angegebenen Weise. 
Versuchsansatz: Kaseinspaltung bei PH 7,5 wie in Tabelle I. 


Aciditatszunahme in 5 cem 
Digestat bei Pu 7,5 (cem 0,1 n-NaOH) 
Zeit 
(Stdn.) Kontrolle Nach der 
Schittelung 
Ohne Kinase Mit Kinase Ohne Kinase 
0.01 0,34 0 
8 —0,02 0,48 —0,01 
24 0,09 0,55 0,05 


TABELLE VI-A. 


Einfluss der COsz- oder der Luft-Durchleitung auf die 
Aktwierung der tryptischen Wirkung des 
Pankreassaftes. 

3ccm Pankreassaft verdiinnte man mit Wasser auf 30 cem 
(=also 10fach) und leitete durch. die Enzymlésung einen COs- 
oder Luftstrom 15 Minuten lang bei Zimmertemperatur oder bei 
37°C hindurch; der Pu-Wert der Saftlosung betrug ungefahr Pu 9 
vor der Gas-Durchleitung, wurde aber Pu 6,6 bzw. Pu 8,8 nach 
der Gas-Behandiung. Nach dieser Behandlung wurden je 3 ccm 
Saft-Losung (10fach verdiinnt) auf ihre Aktivitat hin gepriift. 
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Aciditétszunahme in 5 cem Kasein-Digestat bei Pu 8 (ccm 0,1 n-NaOH) 
Gas i 
Nicht behandelt 2 
Temperatur Zeit x ai ae 
bei Gas- ae a ry 
Divchioune (Stdn.) Aktivierung Aktivierung Aktivierung 
Ohne Mit Ohne Mit Ohne Mit 
| Kinase- Kinase- | Kinase- | Kinase- | Kinase- | Kinase- 
pulver | pulver | pulver | pulver | pulver | pulver 
Gis ate 5 0 0,85 0 0,69 0 | 0,72 
temperatur 24 0,02 0,97 0,05 0,83 0) 0:87 
(16°C) 72 024 | 1,07 | 0.25 | 0,93 | 018 | 0,96 
5 0 1,01-[ 0,02 \u--0,892-1-0-— aeons 
Sie 16. 24 0,09 TSI) 0,08 1,06 0,06 | 1,14 
72 0,29 1,24 0,19 1,08 0,18 | 1,18 


TABELLE VI-B. 
Einfluss des CO2-Gases auf die Aktivierung der tryptischen 
. Wirkung des Pankreassaftes. 

Hinerseits liess man COs-Gas durch die aufs 10fache verdiinnte 
Pankreassaftlosung 15 Minuten lang durchstromen. Nachdem sich 
der Pu-Wert, der sich nach der CO2-Durchleitung bei PH 7,2 ver- 
schoben hatte, mit 10%iger Natronlauge zu seinem originalen Wert 
(Pu 9) wieder hergestellt hatte, bewahrte man diese Saftlosung 
im Hisschrank auf. 

Andererseits wurde der Pankreassaft zur Aufbewahrung fort- 
gestellt, nachdem man vorher durch Anséuern (PH 5,5) mit 
10% iger Salzsiure und durch starkes Umriihren eine modglichst 
grosse Menge Kohlensiiure aus dem Saft, der eine reichliche Menge 
Bicarbonat enthielt, hatte entweichen lassen und der Pu-Wert des 
einmal sauer gemachten Saftes wieder Pu 9 erreicht hatte. 

Versuchsansatz: Ebenso wie in Tabelle I. 
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Acidititszunahme in 5cem Kasein-Digestat bei Pu 7,5 (ecm 0,1 n-NaOH) 


Behandlung 


Nicht behandelt 


Nach 
CO2-Austreiben 


Nach 
CO2-Durchleiten 


Aufbewah- Zeit 
‘ungsdauer 
eke daasdeaiae (Stdn.) Aktivierung Aktivierung Aktivierung 
Ohne Mit Ohne Mit Ohne Mit 
Kinase- | Kinase- | Kinase- | Kinase- | Kinase- | Kinase- 
pulver | pulver | pulver | pulver | pulver | pulver 
5 0 0,8 0 0,56 0 0,8 
Sofort 94 0,03 0,98 0 0,72 0 0,99 
72 0,14 1,08 0,07 0,86 0,13 1,09 
5 0 0,7 0 0,48 0 0,69 
4 Tage 24 0 1,0 0 0,69 0 0,98 
72 0,19 11 0,1 0,8 0,2 1,09 
5 0 0,6 0 0,49 0 0,8 
10 Tage 2 0,08 0,97 0,07 0,69 0,1 1,0 
72 0,27 1,07 0,12 0,81 0,2 1,11 
5 0,07 0,76 0,06 0,51 0,07 0,8 
20 Tage 24 0,13 1,01 0,11 0,7 0,11 0,98 
2 0,39 ial 0,29 0,8 0,31 41 
5 0,1 0,75 0,1 0,52 0,08 0,8 
30 Tage 24 0,21 1,0 0,29 0,71 0,21 0,95 
72 0,44 alady4 0,47 0,82 0,48 1,08 
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TABELLE VII—B. 


Stiure-Aktivierung der tryptischen Wirkung des Pankreassaftes 
bet Zimmertemperatur (16°C). 

10 ccm Pankreassaft wurden mit 10%iger Salzsaure und 
Wasser unter Hinstellung bei PH 5,5, 6,0 und 7,0 auf 20 ccm ge- 
bracht und bei Zimmertemperatur (16°C) unter einer Toluolschicht 
eine gewisse Zeit lang aufbewahrt. Beim Gebrauch verdiinnte man 
diese Losung mit Wasser bis auf die doppelte Menge und benutzte 
dann je 3cem dieser Losung. 

Versuchsansatz: Ebenso wie in der vorigen Tabelle. 


Aciditatszunahme in 5 cem Kasein-Digestat bei 
Px 8 (ccm 0,1 n-NaOH) 
= Aufbewahrung bei Zimmertemperatur 
rd 
oe ® | Sofort | 1Tag | 3 Tage | 5 Tage | 7 Tage | Kontrolle 
8 Kinase-Aktivierung 
Ohne Ohne Ohne Ohne Ohne Mit 
Kinase | Kinase | Kinase | Kinase | Kinase Kinase 
5 0 0,06 0,73 0,81 0,81 0,8 
PH 5,5 24 0,05 0,13 0,9 1,0 0.99 0,99 
72 0,2 0,38 0,95 1,13 1,08 1,07 
5 0 0,02 0,73 0,80 0,68 0,65 
Pu 6 24 0,05 0,12 0,9 1,01 0.89 0,81 
72 0,2 0,36 0,94 1,12 0,93 0,93 
5 0 0 0,03 0,14 0,17 0,86 
IPAay Yf 24 0,05 0,1 0,12 0,42 0,5 1,01 
72 0,2 0,37 0,50 0,69 0,67 1,07 


TABELLE VIII-A. 
Einfluss des Cysteins auf die Saure-Aktivierung der 
tryptischen Wirkung des Pankreassaftes. 
Um den Einfluss des Cysteins zu priifen, liess man 1 cem Pan- 
kreassaft mit leem 0,1 Mol-Cystein-HCl-Lésung (neutralisiert) 
und 8cem Wasser einerseits oder 1cem Pankreassaft mit 9 com 
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Wasser ohne Cystein als Kontrolle andererseits bei verschiedenen 

Pu-Werten (Px 5-6) bei 37°C 30 Minuten oder 24 Stunden lang 

stehen. Von dieser Mischung kamen je 3 ecem Saftlosung in den 

Versuchen zur Anwendung. Zum Vergleichszweck wurde die 

Aktivitat des mit Kinase behandelten Saftes gepriift. 
Versuchsansatz: Ebenso wie in Tabelle I. 


Acidititszunahme in 5 cem Kasein-Digestat 
bei Pu 8 (cem 0,1 n-NaOH) 


Behand a Ohne Cystein Mit Cystein Kontrolle 
lungsdauer os - = 
na : Lin a2 q Mit 
S Pu-Werte Pu-Werte Ofing 1 tReaeeee 
a Kinase | pulver 
SS) pe 6 5-6, \y 3,5 6 (0,05 g) 
5 | 0,02 | 0,04 ) 0,03 | 0 0,2 0,09 0 0,85 
30 Minuten | 24] 0,1 OF135 |) IC, Ls 0509) 0:51) | 0336 0,08 1,02 
72} 0,24 | 0,32 | 0,28 | 0,23 | 0,741 0,61 0,23 1,08 
5 | 0,12 | 0,69 | 0,21 | 0,46 | 0,75 | 0,6 = —- 
24 Stunden 241 0}382" | 08 0,51 | 0,65 | 0,94 | 0,8 — — 
72 | 0,51 | 0,94.) 0,69 | 0,76 } 1,12 | 0,99 = — 


TABELLE VIII-B. 
Einfluss des Cysteins auf die Sdéure-Aktiwierung der tryptischen 
Wirkung des Pankreassaftes. 

Bei den Hauptversuchen wurden 3cem Saft mit 4,5 eem 0,1 
Mol-Cysteinlésung durch einen regulierenden Zusatz von 0,1 n-HCl, 
0,1 n-NaOH und Wasser unter Einstellung bei verschiedenen PH- 
Werten auf 9ceem gebracht und bei 37°C 30 Minuten oder 24 
Stunden lang aufbewahrt. 

Zu Vergleichszwecken wurde der Saft nach 3facher Verdtn- 
nung mit Wasser ohne Cysteinzusatz bei den angegebenen PH- 
Werten bei 37°C 30 Min. oder 24 Stunden lang aufbewahrt. 

Um die Vollaktivitaét des Kontrollversuchs anzuzeigen, wurden 
entweder 2 ccm Saft mit 0,1 g Enterokinasepulver in 4cem Wasser 
einerseits oder 4 cem eines schon mit Cystein bei Pu 5,5 aufbewahr- 
ten, aufs 3fache verdiinnten Saftes mit 0,08 g Kinasepulver nach 
der Hinstellung bei Pu 8 bei 37°C 30 Min. stehen gelassen. Je 3 ccm 
dieser Saftl6sung kamen zur Anwendung. 

Versuchsansatz: Ebenso wie in der vorigen Tabelle. 
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TABELLE [X, 


Einfluss der anorganischen und organischen Séuren auf die 
Sdure-Aktivierung der tryptischen Wirkung 
des Pankreassaftes (Hund). 

Je 2cem Pankreassaft wurden unter Einstellung bei Pu 5,5 
mit Sadure und Wasser auf 20 ccm gebracht und bei 37°C 24 

~ Stunden lang aufbewahrt. 

Fir die Cystein-Aktivierung wurden 2cem Saft mit 2 cem 
0,1 Mol-Cysteinlosung bei Pu 5,5 (HCl) bei 37°C 60 Minuten lang 
gehalten, dann mit Wasser auf 20cem gebracht und weiter bei 
37°C 23 Stunden lang unter Toluol aufbewahrt. 

Zur Kinase-Aktivierung wurden 0,05 ¢ Kinasepulver in 9 cem 
Wasser mit je 1eem Saft versetzt und bei 37°C 30 Minuten lang 
stehen gelassen. 

Versuchsansatz: Ebenso wie in Tabelle I. 


Aciditatszunahme in 5 cem Kasein-Digestat bei 
Pu 8 (ecem 0,1 n-NaOH) 
z Kontrolle Siurearten (PH5,5) 
RQ ’ ry 
eee an ' oO u ' 
» q “4 Lo) H "oO an 
ose a's Ss S 5 BeElseae | sae S| 23 Bug 
M4 i i ek is = D | mM D 
5 0 0,82 0,65 | 0,56 | 0,5 0,54 0,57 0,38 | 0,38 | 0,36 
24 0,05 1,01 0,84 | 0,86 | 0,82 0,85 0,86 | 0,69} 0,71 | 0,6 
72 0,25 1,15 1,02 | 1,03 | .0,97 1,03 0.99 | 0,88 | 0,89 | 0,87 
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TABELLE XII-A. 
Einfluss des alkalischen Mediums auf die Aktivieung der 
tryptischen Wirkung des Pankreassaftes bea der 
Aufbewahrung im Eisschrank. 


Den Saft bewahrte man im Hissehrank 20 Tage lang auf, nach- 
dem er unter Hinstellung bei Pu 8-11 mittels 10%iger Salzsaure 
oder Natronlauge sowie mit Wasser aufs doppelte verdtinnt worden 
war. 

Der frische Pankreassaft zeigte ungefahr Pu %. 

Versuchsansatz: 20cem 1%Kaiseinlésung+3eem Saftlosung 
(1:10) +2 cem Puffer. 


Aciditaitszunahme in 5 ccm Kasein-Digestat bei 
Aufbewah- PH 8 (cem 0,1”) NaOH 
rung im 
Hisschrank 1 Feit Pu-Werte bei der Aufbewahrung . 
(Tage) | (stan. 
9 9,5 10 10,5 11 
5 0 _ — — 
Sofort 24 0,07 oes = = = 
5 0,08 0,03 0,01 0 0 
1 24 0,1 0,1 0,09 0 
72 0,23 0,21 0,18 0,1 0,02 
5 0,09 0,1 0,09 0,09 0,09 
10 24 0,19 0,2 0,19 0,19 0,19 
72 0,5 0,51 0,5 0,5 0,49 
5 0,1 0,1 0,1 0,1 0,09 
20 24 0,3 0,3 0,3 0,3 0,22 
72 0,52 0,52 0,51 0,51 0,49 


TABELLE XIIJ-B. 


Einfluss der Temperatur auf die Aktivierung der tryptischen 
Wirkung im alkalischen Medium (24 Stdn.). 


Hier wurde der Pankreassaft unter Einstellung bei alkalischer 
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Reaktion (Pu 8-11) bei 37°C oder im Hisschrank 24 Stunden lang 
aufbewahrt. In den Versuchen kamen 3 ccm einer aufs 10fache 
verdinnten Enzymlosung zur Anwendung. 
Der Pu-Wert des frischen Saftes betrug ungefihr Pu 9. 
Versuchsansatz: Ebenso wie in Tabelle I. 


= eS Aciditatszunahme in 5 cem Kasein-Digestat bei 
Lev ees ro PH 8 (cem 0,1 n-NaOH) 
rung’s- es : 
temperatur Ps Pu-Werte bei der Aufbewahrung Pankreassaft 
; ‘O ohne Behandlung 
ss 8 9 esau en (hele fo nt (Kontrolle) 
- 5 0,09 | 0,08 | 0,03 | 0,01 | 0 0 | 0 0 
isschrank 5 | F 
(24 Stan.) 24 0,12 | 0,1 0,1 0,09 | 0 0 0,07 0,1 


72 0,3 0,23 | 0,21 | 0,18 | 0,1 0,02 || 0,19 0,25 


5 | 0,22] 0,221 0,22] 0,21 | 0,16] 0,08 | — ‘eek 
wo | 
a fe tan.) | 2+ | 045 | 043 | 042] 0,41 | 024] 0,1 | — = 


2 0,71 | 0,7 0,68 | 0,6 0,4 0,26 == = 


TABELLE XII. 


Autolyse des frischen unaktiwen Pankreassaftes (Hund) bet 
verschiedenen Pu-Werten und die tryptisch aktive 
Wirkung des Autolysats. 


Je 4cem unaktiver Pankreassaft wurden mit Wasser und 
10%iger Salzsiure unter Hinstellung bei Pu 4, 5,5, 6 und 8 auf 
40 cem gebracht und unter Toluol bei 37°C 24 Stunden lang auto- 
lysiert. Durch Zusatz von 5 cem 10% iger Trichloressigsaurelosung 
wurde eine Proteinfraktion aus 10 cem Autolysat ausgefallt, ab- 
geschleudert und abfiltriert. Die Menge des Reststickstoffs in 10 
cem Filtrat ermittelte man nach Kjeldahl. 

Zur Priifung der tryptisch aktiven Wirkung dieses bei ver- 
schiedenen Pu-Werten autolysierten Saftes wurden 3ccm eines 
aufs 10fache verdiinnten Saftes in den Versuchen mit 20 ccm 
1%iger Kasein(Hammarsten)-Lésung und 2 cem Puffer bei Px 
8 digeriert. 

Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Kasein. 
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Die korrigierten Werte der Rest-N-Zunahme und Aciditats- 
zunahme sind in der Tabelle angegeben. 


Rest N-dahabiie in 10 ccm Pankreassaft- 
Autolysat (mg) 
Zeit 
(Stdn.) Pu-Werte des Saftes bei der Autolyse 
PH 4 PH 5,5 PH 6 PH 8 
Sofort 0,126 0,134 0,134 0,143 
24 0,151 0,63 0,521 0,479 
Zunahme 0,025 0,496 0,387 0,336 
Zeit Aeiditétszunahme in 5ccm Kasein-Digestat 
(Stdn.) bei PH8 (cem 0,1 n-NaOH) 
5 0 0,38 bs) apes 0,11 
24 0 0,72 0,56 0,32 
72 0,05 1,01 0,76 0,52 
TABELLE XIV. 


Spaltung des erhitazten Pankreassaftes (70°C, 30 Min.) durch 
Darmsaft (Hund), Diinndarmschleomhautmazeration 
(Schwein) und ereptasefreie Leber- 

Katheptase (Schwein). 


Zu 10 cem Pankreassaft, der vorher zur Inaktivierung der Pan- 
kreasproteasen bei 70°C 30 Min. lang erhitzt wurde, fiigte man 
entweder 2 ccm Darmsaft oder 1 cem Mueosamazeration des Diimn- 
darms (Mucosabrei: Glycerm-Wasser=1:3) oder 8 ecm ereptase- 
freie Leberpulver-Suspension [0,4g¢ Leberpulver (Utzino und 
Sakai, 1941) +4cem H20+4eem 0,1 Mol-Cysteinlésung, aktiviert 
bei Px 6, 37°C, 30 Mm.] himzu und brachte die Gesamtmenge mit 
Citratpuffer auf 25 ecm, indem die Reaktion der Lésung bei Px 7,8, 
oder 4,5 respektive eingestellt wurde. Kontrolle mit Enzym-Puffer 
ohne erhitzten Pankreassaft. 
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Aciditatszunahme in 5 cem Digestat (cem 0,1 n-NaOH) 


Enzymarten 


Zeit 
at) Darmsat? Diinndarmschleimhaut- Lehber-Katheptase 
Pa 78 mazeration (ereptasefrei ) 
¥ PH 7,8 Pu 4,5 
24 0,17 1,18 0,29 
72 0,2 1,31 0,55 
120 0,22 1,65 0,6 
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The Journal of Biochemistry, Vol. 36. 


UBER DIE AKTIVIERUNG DER TRYPTISCHEN 
WIRKUNG DES PANKREASSAFTES 
DES HUNDES. 


II. Mitteilung: Beitrige zur Kenntnis der Kinase- 
Aktivierung der tryptischen Wirkung 
des Pankreassaftes. 


Von 


MASAMITI KAWAHARADA., 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultit der 
Kaiserlichen Tohoku-Universitat (Sendai) und aus dem Utzino- 
Laboratorium des Instituts fiir die Chemische Forschung 
der Kaiserlichen Universitét Kyoto. Direktor: 

Prof. Dr. 8. Utzino.) 


(Hingegangen am 1. Mai 1943) 


Nachdem Verf. (1948) in der vorigen Abhandlung iiber die 
Saure- und Séure-Cystein-Aktivierung der tryptischen Wirkung des 
Pankreassaftes berichtet hatte, taucht hier die Frage nach deren 
Verhaltnis zur Aktivierung dureh Enterokinase auf. Die Ent- 
deckung der Enterokinase im Darmsaft verdankt man den Unter- 
suchungen von Schepowalnikow (1899), denen eine grosse 
Anzahl von Studien tiber die Kinaseaktivierung in der Literatur 
folgte. Dennoch scheint die Frage nach dem Wesen der Aktivie- 
rung bis heute noch nicht endgiiltig geklart zu sein. 

Die Darmsaft-Aktivierung trat nach den Angaben Schepowal- 
nikows sowohl in alkalischer als besser noch in neutraler und 
schwach saurer Losung zutage. Er hatte schon seinerzeit auf eine 
enzymatische Trypsinbildung aus einem Zymogen hingewiesen. 

Zu dieser Fermenttheorie, die durch die Versuche von Bayliss 
und Starling (1904, 1905) gestiitzt wurde, bekannten sich Meyer 
(1909/10) und dann Mellanby und Woolley (1912-13), welche 
die Enterokinase als ein Enzym mit einem Optimum der Wirkung 
bei neutraler Reaktion aufgefasst haben. Im Gegensatz zu dieser 
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Ansicht vertraten Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter (1924 u. 
1927) die Anschauung, dass es sich hier um eine stéchiometrische 
Verbindung zwischen der Kinase und dem Trypsinogen handelt. 

Nach den neuen Angaben von Northrop (1939) wurde das 
noch nicht ganz reine krystallinisehe Chymotrypsinogen durch 
Enterokinase (Diinndarmmucosa) bei Pu 7-8 aktiviert, aber das 
wiederholt umkrystallisierte nicht. 

Das krystallinische Trypsinogen wurde durch Enterokinase am 
ginstigsten bei Pa 6-9 aktiviert. Uber die Wirkungsweise der 
Kinasewirkung dussert sich Northrop dahin, dass die Gesch- 
windigkeitskonstante der Kinasewirkung parallel mit der Kinase- 
konzentration verlauft und dass die Kinasewirkung eine monomole- 
kulare Reaktion darstellt. Er war geneigt, unter dieser enzymati- 
schen Reaktion der Kinaseaktivierung eine Aufspaltung der Peptid- 
kette bei der Uberfiihrung des Trypsinogens in Trypsin anzuneh- 
men, wobei er auch auf die Penicillium-Kinase (Kunitz, 1938) 
hinwies, die am starksten bei PH 3 wirkt und die sich selbst als 
proteolytisch stark aktiv erwies. 

In Fortfiithrung des diesbeztiglichen Studiums mit dem Sekret- 
saft des Hundes? hat Verf. unter Leitung von Prof. Dr. Utzino 
die aktivierende Erscheinung der Enterokinase vergleichend unter- 
sucht. Die Resultate sind zusammengefasst wie folgt. 

Hier muss Verf. zuerst ein Verfahren, das sich auf die 
Gewinnung des ereptase- wie katheptasefreien Enterokinase- 
Praparates bezieht und schon in der vorangegangenen Arbeit 
benutzt wurde, eingehend beschreiben. Um ein Praparat einer 
katheptase- wie erepsinfreien (auch Kaseinasefreien) Enterokinase 
zu gewinnen, bearbeitete man hier mit Mucosabrei des Schweine- 
dtinndarmes in der Weise, dass man ihn nach eintigiger Auf- 
bewahrung in Alkohol mit Aceton und Ather trocknete. Dieses 
Mucosapulver erwiesen sich gegen Kasein bei Px 7,5 und bei Px 5,5 
und auch gegen Pepton und Diglycin bei Pu 7,5 als proteolytisch 


1) Herren Prof. Dr. Satake und ausserord. Prof. D. Wada im 
physiologischen Institut hiesiger Universitit ist Verf. fiir die Anlegung der 
Pankreasfistel zu herzlichem Dank verpflichtet. 
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inaktiv. Da schon seit friiher die ereptische und auch tryptische 
Wirkung der Mucosamazeration des Diitnndarmes anerkannt worden 
sind, muss man sich von der Inaktivitit des Kinasepulvers 
gegentiber Kasein und Peptiden iiberzeugen, wenn das Kinase- 
praparat auch in einer ziemlich grossen Menge von 0,1 g¢ verwendet 
wurde. 

Wie Tabelle I zeigt, blieb das Praparat ohne Einfluss auf 
Kasein, Pepton und Diglycin (Tabelle I). Was die geniigende 
Menge des Kinasepraparats anbelangt, so reichte 0,02—0,05 g Pulver 
aus, 1 ecem unaktiven Pankreassaft zu vollaktivieren (Tabelle IT). 

Die giinstige Reaktion bei der Kinaseaktivierung des unaktiven 
Saftes erwies sich bei Pu 5-8 (bei 37°C und 30 Min.), da der.in 
diesem Pu-Bereich behandelte Pankreassaft die stirkste Kasein- 
hydrolyse zeigte (Tabelle III). Hier sei besonders erwahnt, dass 
die Kinasewirkung sich also auch bei sehwach alkalischer Reaktion 
von Pu 7-8 und zwar bei 37°C 380 Min. vollziehen kann, wihrend 
die Saéure- oder Séure-Cystein-Aktivierung in der Hauptsache bei 
saurer Reaktion zu Tage trat. Daher moéchte Verf. zum Zweck 
der Kinase-Aktivierung 0,05 g Kinasepulver fiir 1 eem Saft unter 
Zusatz von 9ceem Wasser (10fache Verdiinnung) bei PH 8 und 
37°C 30 Min. lang als Behandlung vorschlagen. 

In Hinsicht der Resistenzfrage blieb eine Saure- und Alkali- 
wirkung (PH 2-9,5, bei 87°C 1-2 Stunden lang) fast ohne schadi- 
genden Hinfluss auf Kinasepulver. (Tabelle IV). 

Durch Erhitzen bei 60°C (80 Min.) biisste der Saft fast nichts 
ein, tiber 70°C (30 Min.) wurde er aber deutlich beeintrachtigt 
(Tabelle V). 

Der Aktivator schien viel mehr in Lésung bei Erhitzung z. B. 
bei 70°C einzugehen, da der unldsliche Bodensatz seine Wirkung 
durch Erhitzung bei dieser Temperatur grésstenteils verlor. Darauf 
hin kam die Léslichkeit des aktivierenden Faktors in Frage. Nach 
Extraktion mit Wasser bei 37°C (80 Min.) ging der grésste Teil 
des Faktors in Lésung iiber, der Riickstand erwies sich aber auch 
als stark aktiv (Tabelle VI). Mit Athylalkohol oder Amylalkohol 
war der Aktivator schwer extrahierbar, er blieb jedoch im Riick- 
stand. 
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Hier seien die Versuche betreffs der Resistenz des aktivierten 
Pankreassaftes angefiihrt. Die tryptische Wirkung des mit Kinase 
aktivierten Pankreassaftes wurde schon durch Hitze bei 60°C 
(30 Min.) beeintrachtigt, bei 50°C blieb sie jedoch noch erhalten 
(Tabelle VIL). Tabelle V zeigt die Bestindigkeit des Kinasepulvers 
gegentiber Erhitzung bei 60°C (30 Min.). 

Die Saurewirkung bei Pu 4,5-5,0 (37°C 30 Min.) blieb fast 
ohne Hinfluss auf die Kinase-Saft-Aktivitaét (Tabelle VIII). Auf 
die Siureinaktivierung des frischen nicht aktivierten Pankreas- 
saftes mochte Verf. spater zuriickkommen. 

Nun wollen wir uns mit der vergleichenden Besteauieteisie uber 
die Saure-Aktivierung und Kinase-Aktivierung beschaftigen. Hier 
sei besonders hervorgehoben, dass der Pankreassaft, der mit einer 
kleinen Menge aktivem Pankreassaft bei 37°C 30 Min. lang auf- 
bewahrt wurde, eine starke tryptische Wirkung entfalten konnte. 
Diese Aktivitaét stand aber niedriger als diejenige des mit Kinase 
aktivierten Saftes. Die Menge aktiven Saftes selbst, die eine deut- 
liche aktivierende Wirkung zeigte, geniigte nicht Kasein anzu- 
ereifen und blieb auch ohne Hinfluss auf die Aktivierung, falls 
der Saft einmal erhitzt wurde (Tabelle IX). Nach der Angabe 
Northrops (1959) wurde Chymotrypsinogen dureh Trypsin- 
wirkung und Trypsinogen selbst auch autokatalytisch durch 
dieselbe aktiviert. Diese Tatsache konnte Verf. also hier auch in 
unaktivem Sekretsaft der Pankreasdriise bestatigen. Diese Hr- 
gebnisse lassen daran denken, dass das Wesen der aktivierenden 
Wirkung des aktiven Pankreassaftes etwas mit irgendeiner Proteo- 
lyse durch Pankreassaft zu tun haben miisse, und zwar kann eine 
Entfernung des Inhibitors im Sinne Northrops dureh Proteolyse 
in Betracht kommen. 

Um nun eine Aktivitatsfrage zu beantworten, verglich man 
den Spaltungsgrad des Kaseins und des Peptons durch den Pan- 
kreassaft, der einmal mit Cystein bei Pu 5,5 und 37°C (24 Std.) 
und ein andersmal mit Kinase bei Pa 8,0 bei 387°C (30 Min.) 
aktiviert wurde. Die Resultate ergaben fast keinen Unterschied 
zwischen den Hydrolysengraden in diesen beiden Aktivierungs- 
moden, falls Kasein oder Pepton als Substrat benutzt wurden 
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(Tabelle X). 

Dureh Zusatz von CuSO, oder Feo(SO4)3 trat die Saure- 
aktivierung nicht zu Tage; die Saure-Cystein-Aktivierung wurde 
dadurch deutlich und auch die Kinase-Aktivierung nur in 
schwacherem Masse gehemmt. MnSO, und CoSO, wirkten auch 
deutlich in hemmendem Sinne auf die Saure-Aktivierung; vor 
allem widerstand die Kinase-Aktivierung diesen Metallsalzen 
gegentiber. Dagegen scheint NiSO, fast ohne Einfluss zu bleiben 
(Tabelle XI). Nach diesen Ergebnisen sei hier betout, dass durch 
Cu- oder Fe-lon die Séure-Aktivierung vollstandig und auch die 
Kinase-Aktivierung, wenn auch in schwicherem Grade, beein- 
trachtigt wurde, wahrend Ni-Ion fast keinen Hinfluss ausiibte. Da 
man aus obigen Resultaten etwas Verschiedenes zwischen den beiden 
Saure- und Kinase-Aktivierungen des Pankreassaftes annehmen 
muss, untersuchte man hier das Verhalten des Pankreassaftes 
gegentiber Saure- und Alkali-Behandlung unter besonderer Be- 
ricksichtigung ihrer Aktivierbarkeit. 

Merkwiirdigerweise ging die Séure-Cystein-Aktivierbarkeit des 
unaktiven Saftes durch Aufbewahrung desselben mit Salzsaéure bei 
Pu 3-4 (87°C 1 Std.) verloren, wihrend der Saft durch Zusatz 
von Enterokinase seine tryptische Wirkung entfalten konnte, und 
gwar nach 24stiindiger Kinwirkung, obwohl der Aktivititsgrad 
deutlich niedriger als derjenige des nicht behandelten Saftes stand 
(Tabelle XIJ-A). Die Aktivitét nahm mit Dauer der Saure- 
Wirkung ab. Im gleichen Sinne resultierte auch die Natronlauge- 
Behandlung des Saftes (bei PH 12 1 Std.), indem die darauf er- 
folgte Saure-Cystein-Behandlung keine aktivierende Wirkung auf 
den Saft austibte; die Kinase-Aktivierung blieb jedoch noch er- 
hbalten und ging erst nach 24stiindiger Alkali-Wirkung verloren. 
Hier sei noch erwihnt, dass bei der Aufbewahrung des Saftes bei 
Pu 10 (24 Std.) die Aktivierbarkeit in beiden Fallen, fast un- 
verandert erhalten bleiben konnte. Diese Bestandigkeit des Saftes 
erstreckt sich vielleicht in einem Bereich von Px 5,5—10, wie es schon 
aus den vorigen Ergebnissen ersichtlich ist. Auf Grund dieser 
Ergebnisse muss die Einstellung der Saure:Cystein-Aktivierung 
anders als diejenige der Kinaseaktivierung sein, insofern hier eine 
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enzymologische Wirkung als Aktivator in Frage kommt. 

Nach Aufbewahrung dieses partiell denaturierten Pankreas- 
saftes bei Po 8 24 Stdn. lang im Hisschrank, schien die Aktivitat 
des aktivierten Saftes in beiden Fallen etwas starker zu werden 
(Tabelle XII-B). Dies kann man vielleicht entweder aus der 
Wiederherstellung der Aktivierbarkeit oder aus der Aktivitatser- 
héhung durch Aufbewahrung im Hisschrank erkliren. Ein Bei- 
spiel einer Wiederherstellung der durch Hitze inaktivierten 
Proteinase hat schon Northrop (1939) beschrieben. 

Um ferner noch den Unterschied dieser beiden Aktivierungs- 
modi festzustellen, nahm Verf. hier das Adsorptionsverhalten des 
Saftes in Angriff. Bei der Kieseleuradsorption bei PH 4 wurde 
nur die Kinase-Aktivierbarkeit in einem Eluat bestatigt, nicht 
aber die Saure-Cystein-Aktiverbarkeit, wie dies bei Saurewirkung 
bei Pu 4 der Fall war (Tabelle XIII). 

Das Ergebnis lehrt uns also, dass in guter Ubereinstimmung 
mit dem vorigen Resultate man eine durch Kinase, nicht aber durch 
Saure-Cystein, aktivierbare Fraktion aus dem Pankreassaft durch 
Adsorption zu trennen imstande ist. Da in der Adsorptionsrest- 
l6sung eine Selbstaktivierung bei langerer Digestion becbachtet 
wurde, konnte man hier nichts Bestimmtes aussagen, obwohl die 
Aciditatszunahme in Versuchen mit Saure-Cystein aktiviertem oder 
nicht aktiviertem Pankreassaft fast gleichwertig, im demjenigen 
mit Kinase aktiviertem aber deutlich grésser als solche war. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. In der vorliegenden Arbeit wurden vergleichende Unter- 
suchungen ber die Kinase- und Sféure-Cystein-Aktivierung des 
Pankreassaftes vorgenommen. Zuerst wurde eine Methode der 
Darstellung der Enterokinase, wobei diese aus Diinndarmmucosa 
bereitet wurde und sich als katheptisch (Kaseinspaltung bei Px 5,5) 
wie ereptisch inaktiv erwies, dargeleet. Der Pu-Bereich der 
Aktivierung durch diese Kinasepraparate liegt bei Pu 5-8 (0,05 ¢ 
Kinase fiir 1 ccm Pankreassaft, 37°C 30 Min.). Siure- und Alkali- 
wirkung (37°C 1-2 Std.) blieben fast ohne Schadingung auf 
Kinasewirkung, die durch Hitze bei 70°C (30 Min.) deutlich ein- 
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busste. Der aktivierende Faktor ging grosstenteils in wissrige 
Losung bei 37°C (30 Min.) nicht aber in Alkohol. 

2. Hier sei hervorgehoben, dass die tryptische Wirkung des 
Sekretsaftes durch eine kleine Menge aktiven Saftes, der durch 
Enterokinase aktiviert wurde und in solecher Dosis nicht mehr 
tryptische Aktivitit entfaltete, deutlich aktiviert werden konnte. 
Die Tatsache spricht zugunsten der Ansicht Northrops (1939) 
im Sinne der autokatalytischen Aktivierung. 

3. In bezug auf Aktivititsgrade des Pankreassaftes, der durch 
Saure-Cystein oder durch Kinase aktiviert wurde, konnte man fast 
keinen Unterschied feststellen, insoforn es Kasein- oder Pepton- 
hydrolyse unter den angegebenen Bedingungen betrifft. Die Siure- 
Aktivierung wurde dureh Zusammenbringen mit CuSO, oder 
Fes(SO4)3 fast vollstindig aufgehoben, die Saure-Cystein-Aktivie- 
rung auch deutlich aber partiell, die Kinase-Aktivierunge jedoch 
nur in schwacherem Masse gehemmt. Dieser Reihe nach wirkten 
MnSO, und CoSO, hemmend auf die Aktivierung des Saftes, 
wahrend NiSO, ohne Hinfluss blieb. 

4. Nach Aufbewahrung des unaktiven Saftes bei Pu 3-4 
(87°C 1 Std.) oder bei Po 12 (87°C 1 Std.) verschwand die 
Aktivierbarkeit des Saftes durch Saéure-Cystein, diejenige durch 
Kinase jedoch, obwohl etwas abgeschwacht, blieb noch erhalten. 
Behandelung bei Pu 5,5-10 schien keinen Einfluss auszutiben. 

5. Aus dem Kieselguradsorbat des Pankreassaftes wurde ein 
Eluat in alkalischer Losung gewonnen, welches noch Kinase-Akti- 
vierbarkeit zeigen konnte, nicht aber Saure-Cystein-Aktivierbarkeit. 
Auf Grund dieser obigen Beobachtungen mochte Verf. unter 
Kinaseaktivierung etwas anderes als Saure- oder Saure-Cystein-: 
Aktivierung verstehen oder eine Nicht-Hinheitlichkeit der Zymo- 
genelemente im Pankreassaft hinsichtlch der Aktivierbarkeit 
annehmen. 


Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle bestens 
gedankt fiir die Gewaihrung einer Unterstiitzung zur Anregung 
wissenschaftlicher Forschung. Prot. Dros. Utzine: 
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Versuchsteil. 
TABELLE I. 


Das proteasenfreie Kinasepulver aus der Diinndarmmucosa 
des Schweines. 


Kinasepulver : Zur Bereitung des proteasenfreien Enterokinase- 
pulvers kratzte man Mucosa des Schweinediinndarms aus, der un- 
“gefahr einen Meter lang von dem Pylorusteil abgeschnitten und mit 
Wasser gut gewaschen worden war, und zerrieb sie in einem Por- 
zellanmorser gut mit der ca. 4fachen Volummenge von 95%igem 
Alkohol. Nach 24stiindigem Stehenlassen in Alkohol saugte man 
den Alkohol durch Filter ab, verriihrte den Riickstand gut mit der 
dreifachen Volummenge Aceton, und saugte dann das Aceton ab. 
Nach 3maliger Entwiasserune durch Aceton behandelte man zuletzt 
den Riickstand mit Ather, filtrierte den Ather ab und trocknete 
den Riickstand im Vakuumexsikkator tiber Schwefelséure. Das 
eetrocknete Praparat pulverisierte man im Morser und siebte es 
durch ein feines Sieb. 

Versuchsansatz: 20cem 1%ige Substrat- oder 0,05 Mol-Di- 
elycinlosung wurden mit 0,05 oder 0,1 g Kinasepulver unter Zusatz 
von Phosphat-Puffer auf 25cem gebracht und unter Toluol bei 
Px 7,5 und 37°C digeriert. Zur Kontrolle wurde Kinasepulver- 
Puffer ohne Kasein unter den gleichen Bedingungen digeriert. 

Die Aciditaét in 5 cem Digestat ermittelte man nach Sérensen’ 
mit 0,1 n-NaOH. 

Die Kontrollwerte wurden von denjenigen des Hauptversuchs 
abgezogen und die korrigierten Werte des Hauptversuchs in die 
Tabelle aufgenommen. 

Um die Freiheit der katheptischen wie ereptischen Aktivitat 
des Kinasepulvers festzustellen, liess man den Ansatz mit Kasein 
bei Px 5,5, 6,0, 7,0 und 8,0 digerieren. Die Aciditaétszunahme in 
5 ecm Kasein-Digestat nach 72 Stunden ist wie folgt: 0, 0,03, 0,04 
und 0,08 eem 0,1 n-NaOH respektive. 
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ie Acidititszunahme in 5ccm Digestat bei 
Px 7,5 (ccm 0,1 n-NaOH) 
| 
Substrate | Kinasemenge (g) 
Zeit 2 
sic 0,05 0,1 

5 0,01 0 
Kasein 24 | 0,02 0,03 
(Hammarsten ) ” abe 0,09 

5 0 
Witte-Pepton 24 | _ 0,02 
| 1? | 0,15 

5 0 
Pepton K 24 | — 0,01 
72 0,06 

5 9 
Pepton § 24 — 0,02 
72 | 0,03 
5 | 0 0,01 
Glyeylglycin 24 | 0,01 0,01 
| 72 0,01 0,03 


TABELLE IT. 
Einfiss der Menge des Kinasepulvers auf die Aktivierung der 
tryptischen Wirkung des Pankreassaftes (Hund). 

Pankreassaft: Zur Aktivierung wurde 1 cem Pankreassaft, der 
aus der Pankreasfistel des Hundes nach einer Mahlzeit mit Reis- 
Fleisch und Milch gewonnen worden war, mit einer gewissen Menge 
Kimasepulver (s. Tabelle 1) in 9 cem Wasser bei 37°C 30 Min. lang 
stehen gelassen und dann filtriert oder abzentrifugiert. Je 3cem 
dieser aufs 10fache verdiinnten Pankreassaftlosung kamen zur Ver- 
wendung. Zur Kontrolle wurde 1leem Pankreassaft mit 9 cem 
Wasser ohne Kinase behandelt und auf seine Inaktivitat gepriift. 

Versuchsansatz: 20 cem 1%ige Kaseinlosung +3 eem Pankreas- 
‘saftlosung (mit Kinase behandelt) + 2 cem Phosphatpuffer; dige- 
riert bei Pu 8,0 und 37°C. 
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Allgemeine Kontrolle mit Pankreassaftlésung und Puffer ohne 
Kasein. Formoltitration im 5eem Digestat. Die korrigierten 
Werte sind in der Tabelle angegeben. 


Aciditatszunahme in 5,0 cem Digestat bei Pu 8 
(eem 0,1 n-NaOH) 


Substrat Kinasemenge (g) 

Zeit Ohne 
(Stdn.) | Kinase p. | 
0,001) 0,002] 0.005} 0,01} 0,02} 0,05) 0,1 | 0,2 
} 


Kasein 5 0,03 | 0,05 |0,1 | 0,17 | 0,21] 0,51] 0,58) 0,59) 0,61 
(Hammarsten) | 24 0,06 |0,15 |0,18 |0,37 | 0,51] 0,71] 0,76) 0,76 | 0,75 
Pu 8,0 72 0,3 | 0,43 |0,59 | 0,65 | 0,81! 0,87 0,89. 0,92 | 0,9 


| 
\ 


TABELLE ITI. 


Aktivierung der tryptischen Wirkung des Pankreassaftes durch 
das Kinasepulver bei verschiedenen Pu-Werten. 

Bei Pu 4-8 wurde 1 cem Pankreassaft, der mit 0,05 ¢ Kinase- 
pulver (s. Tabelle I) unter Einstellung bei einem bestimmten PH- 
Wert mittels 0,1 n-HCl oder 0,1 n-NaOH mit Wasser auf 10 cem 
gvebracht worden war, bei 37°C 30 Min. lang stehen gelassen und 
dann nach dem Erkalten bei Zimmertemperatur bei PH 8 ein- 
gestellt. 

Versuchsansatz: 20 cem 1%ige Kaseinlésung+3 eem Pankreas- 
saftlosung (=10fache Verdiinnung) +2 ccm Puffer; digeriert bei 
Px 8,0 und 37°C. 

Fine Kontrolle mit Saft-Kasein ohne Kinasepulver und eime 
andere mit Saft-Kinase ohne Kasein. Die Werte der Aciditats- 
zunahme bei der letztgenannten Kontrolle wurden von denen des 
Hauptversuchs abgezogen und diese korrigierten Werte in die 
Tabelle eingetragen. 
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Acidititszunahme in 5 cem Kasein-Digestat bei 
Pu 8 (ccm 0,1 n-NaOH) 
es Kontrolle Aktivierungs-PH 
eg Pu 4 Pu 5 Pu 6 Pu 7 Pu 8 
Kinasepulver 
5 0,01 0,02 0,7 0,74 0,77 0,76 
24 0,1 0,48 0,92 0,93 6,95 0,93 
72 0,21 0,76 0,99 1,0 1,03 1,0 


TABELLE LV. 


Sdure- und Alkali-Bestindigkeit des Kinasepulvers. 


Je 0,05 g Kinasepulver suspendierte man in 9cem Flissigkeit 
unter Einstellung mit verdiinnter HCl- oder NaOH-Losung und 
Wasser auf einen gewissen Pu-Wert und less die Suspension bei 
37°C 1-2 Std. lang stehen, worauf diese Lésung (9 ecm) nach der 
Neutralisation zur Aktivierung von 1cem Pankreassaft (87°C 30 


Min. lang) benutzt wurde. 


In den Versuchen wurden alsdann 


3cem dieser Saftlosung (=10fache Verdiinnung) verwendet. 
Versuchsansatz: Ebenso wie in der Tabelle III. 


Aciditatszunahme in 5cem Kasein-Digestat bei 
Px 8 (cem 0,1 n-NaOH) 
cm Keni lle Aktivierung mit Saure oder Alkali 
a behandelter Kinasesuspension 
g Pu-Werte und ihre Wirkungsdauer(Std.) 
8 eek Mit 0,05 g eae 
Ki _{ nicht behand. = 
inasepulver Kinasepulver PH 2 Pu 4)PH8,5 PH 9,5 
1st 2st 1st 1st 1st 2st 
5 0 0,65 0,75 | 0,73 | 0,75 | 0,77 | -0,74 | 0,65 
24 0,01 0,9 0,87 | 0,97 | 0,9 0,89 | 0,83 | 0,84 
72 0,18 1,03 1,01 | 1,06 |} 1,01 | 1,02 | 0,96 | 0,99 
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TABELLE V. 
Thermostabilitét des Kinasepulvers. 


Je 0,05 g Kinasepulver, in 9 cem Wasser (Px 6,2) suspendiert, 
wurde im Wasserbade bei einer gewissen Temperatur wihrend 30 
Minuten erhitzt und dann auf seine Wirkung hin gepriift. Ander- 
seits liess man diese Suspension nach der Hinstellung bei Pu 8 

~ weiter bei 37°C 48 Stunden lang stehen, um sie dann in den Ver- 
suchen zu verwenden. Die Suspension trennte man durch Zentri- 
fugieren in Loésung und Bodensatz und priifte danach 9 ecem 
Flussigkeit und den entsprechenden Bodensatz, der wieder in 9 eem 
Wasser suspendiert wurde, auf ihre aktivierende Wirkung auf 
leem Pankreassaft hin. 3c¢cm dieser Saftlosung wurden bei den 
Versuchen benutzt. 

Versuchsansatz: Ebenso wie in Tabelle III. 


Aciditatszunahme in 5 ecm Kasein-Digestat bei 
Pu 8 (ecm 0,1 n-NaOH) 


Arten der > Kon- Aktivierung durch ope Kinasepulver 
Aktivierung & trolle (PH 6,2) 
R . 
~~ | Ohne Temperatur (C) (30 Min.) 
Ke Kinase 60° 70° 30° ee: Ane 
a) 0 0,66 0,07 0,06 0,05 0 


Extrakt 24 0,06 0,84 0,45 0,43 0,38 0,21 
72 1,19 6,93 0,85 0,83 0,76 0.61 


sy) = 0,62 0,02 0 0 0 


Riickstand 24 = 0,82 0,09 0,07 0,07 0,05 
72 a 0,93 0,28 0,21 0,19 0,18 


Die erhitzte Suspension wurde unter 
Umeinstellung bei PH 8 mit NaOH weiter 
48 Stunden lang bei 37°C aufbewahrt. 


i (0) 0,65 0,06 0,01 0 0 
Extrakt 24 0,06 0,83 0,47 0,43 0,26 0,18 
72 0,21 0,95 0,86 0,83 0,7 0,58 

5 = 0,63 0,02 0,01 0 0 
Riickstand 24 —_ 0,85 0,1 0,08 0,07 0,05 
72 — 0,93 0,3 0,26 0,24 0,23 
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TABELLE VI. 


Kinasewirkung des Wasser-, Alkohol- oder Amylalkoholextraktes 
des Kinasepulvers (Mucosapulver des Schweines). 


0,1 ¢ Kinasepulver liess man in 18 cem Wasser bei 37°C 30 
Minuten lang unter zeitweisem Schiitteln stehen und dann abzentri- 
fugieren. Diese obere Fliissigkeit kam als Extrakt und auch der 
Riickstand als Suspension in 18 cem Wasser nach einmaligem Aus- 
waschen mit kaltem Wasser zur Anwendung. Fir die Aktivierung 
liess man 1 ecm Pankreassaft mit 9 eem Extrakt oder 9 cem Suspen- 
sion des entsprechenden unloslichen Kinasepulvers bei 37°C 30 Min. 
lang stehen. 

Bei Alkoholextraktion wurden je 0,3 g Kinasepulver in 100 cem 
80% igem Athylalkohol oder in 100 cem Amylalkohol bei 60°C 24 
Sdt. lang extrahiert und dann abfiltriert. Nachdem man den 
Alkoholextrakt unter vermindertem Druck bei 40°C abgedampft 
hatte, nahm man den Riickstand in 30cem Wasser auf. Der 
unlosliche Extraktionsriickstand wurde von dem anhaftenden Ex- 
traktionsmittel im Vakuumexsikkator befreit und in 30 cem Wasser 
suspendiert. Fir die Aktivierune wurde 1 cem Pankreassaft mit 
5cem dieser wiasserigen Losung des abgedampften Extraktes oder 
5eem Suspension des unléslichen Riickstandes und 4cem Wasser 
bei 37°C 30 Minuten lang aufbewahrt, je 3 cem dieser so behandel- 
ten Saftlosung wurden dann bei den Versuchen bennutzt. 

Kontrolle entweder ohne Kinasepulver oder mit Kinasepulver 
(1 cem Saft+0,05 g Kinasepulver in 9 cem H2O, 37°C 30 Min.). 

Versuchsansatz: Ebenso wie in Tabelle IL. 
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Aciditatszunahme in 5 cem Kasen-Digestat bei 
Pu 8 (cem 0,1 n-NaOH) 
, Kontrolle mit Aktivierung des 
Extraktion Kinasepulver Pankreassaftes 
Zeit 
(Stdn. j 5 
) ah ence fo silent Mit Mit 
se- Kxinase- Brtrakt Riiekst: 
pulver pulver — vekstand 
5 0,03 = 0,75 0,75 
Wasser- fe 
uibaltiens 24 0,08 — 0,89 0.78 
72 0,29 — 0,98 1,05 
= 5 0 0,63 0,01 0 
Athylalkohol- — 
i dae ned 24 0,06 0,81 0,09 0,15 
72 0,21 0,98 0,23 0,49 
5 0,01 0,64 0,02 0,71 
Amylalkohol- = 
extraktion 26 0,07 Uae ? Ogee 
2 0,25 1,02 529 0,99 


TaBELLE VII. 


Thermolabilitat der tryptischen Wirkung des mit 
Enterokinase aktivierten Pankreassaftes. 
Nachdem je 1ecm Pankreassaft mit 0,05 ¢@ Enterokinase in 
9 eem Wasser bei PH 8 und 37°C 30 Minuten lang aktiviert worden 
war, erhitzte man den aktiven Saft in einem Probierglas im Wasser- 
bade bei 50°-80°C eine halbe Stunde lang und priifte ihn auf seine 
tryptische Wirkung im angegebenen Versuchsansatz hin, wie in 
Tabelle III angegeben ist. 


Aciditiitszunahme in 5 cem Kasein-Digestat bei PH 8 (cem 0,1 n-NaOH) 


Bad-Temperatur (C) 
Zeit 
eas Peake. 50° 60° 65° 70° 80° 
erhitzt 
5 0,83 0,74 0,27 0,14 0 0 
24 1,04 0,94 0,5 0,38, 0 0 
72 1,12 1,02 0,65 0,54 0 0 
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TABELLE VIII. 


Einfluss des Stiuremediums auf den mit Enterokinase 
aktivierten Pankreassaft. 


Die mit Kinasepulver wie in der Tabelle VII aktivierte Pan- 
kreassaftl6sung (10fach verdiinnt) liess man weiter nach EHinstel- 
lung bei Pu 4,5 und 5 mittels 0,1 n—HCl bei 37°C 30 Minuten lang 
stehen, um die Saurewirkung zu priifen. 


Versuchsansatz: Ebenso wie in Tabelle ILI. 


Aciditatszunahme in 5eem Kasein-Digestat bei 
PxH 8 (cem 0,1 n-NaOH) 
Zeit Kontrolle Pu-Werte bei HCI-Wirkung 
(Stdn.) nicht mit HCl behandelt (37°C, 30 Min.) 
Ohne : d s ~ 
Kinasepulver Mit Kinase Pu 4,5 PH 5 
5 0 0,86 0,78 0,87 
24 0,11 1,03 0,95 | 1,01 
72 0,26 1,07 1,02 1,09 
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TABELLE X. 


Kasein- und Pepton: K-Spaltung durch den mit Sdure-Cystein 
oder Enterokinase aktiwierten Pankreassaft des 
Hundes bei verschiedenen Pu-Werten. 


Die Saure-Cystein-Aktivierung geschah in der schon besehrie- 
benen Weise (I. Mitteilunge Kawaharada, 1943), indem man 8 
ecm Pankreassaft mit 8 ecm 0,1 Mol-Cysteinlosung nach dem Hin- 
stellen bei Pu 5.5 mittels 10%iger Salzsaure bei 37°C 24 Stdn. lang 
aufbewahrte. 


Fiir die Enterokinase-Behandlung wurden 8 ecm Pankreassaft 
mit 0,4g Kinasepulver in 8cem Wasser bei 37°C 30 Min. lang stehen 
gelassen. Der PH-Wert der Saft-Kinaselosung lag bei Pu 8,0. 


Versuchsansatz: Nach der Behandlung wurden 2 cem Pankreas- 
saftlosung (doppelte Verdiinnung) mit 20cem 1%iger Kasein 
(Hammarsten)-oder 2%iger Pepton K-Citratpufferlésung und 
3cem Citratpuffer bei verschiedenen PH-Werten unter Toluol bei 
387°C digeriert. Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Substrat. 

Die Angaben in der Tabelle erfolgten nach Abzug dieses Kon- 
trollwertes. 


Aciditatszunahme in 5 eem Digestat 


as (cem 0,1 n-NaOH) 
cs} 
Substrate Aktivierung a Pu-Werte bei der Digestion 
al = 19 Ee © é ore) 
es BS | Sage | Pa eh Os 
' Mit -| 24) 0 0,17 | 0,39} 0,53] 0,62) 0,86) 1,04 
Sauge Cystein | 72/ 0,12] 0,47| 0,65] 0,75] 0,76| 4,0 | 1,15 
Kasein (0,8%) 37°C 24 Stdn.| 120) 0,13] 0,6 | 0, 0,83 | 0,79] 1,05) 1,22 


(Hammarsten) Mit 24| 0,21| 0,44| 0,58! 0,51| 0,5 | 1,03) 1,09 


Kinasepulver 72 
Px 8,0 
37°C 30 Min. | 120} 0,4 | 0,65] 0,71| 0,71] 0,66| 1,22) 1,22 


Mit 24) 0,04) 0,16} 0,28| 0,34] 0,42) 0,59) 0,68 
Saure-Cystein 

Pu 5,5 72)| 012 
37°C 24 Stdn.| 120] 0,13) 0,35} 0,45} 0,64| 0,65| 1,01) 1,05 
Pepton - K (1,8%) 


Mit 24 0,06| 0,21| 0,37| 0,42| 0,55! 0,57) 0,73 
agg oneness 72| 0,15] 0,35| 0,47| 0,6 | 0,831 0,96| 0,96 


37°C 30 Min. |120) 6,24] 0,37| 0,48| 0,74] 0,93| 1,07| 1,07 
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TABELLE XI. 


Einfluss der Metallsalze auf die Stéure-, Séiure-Cystein- und 
Kinase-Aktivierung der tryptischen Wirkung 
des Pankreassaftes. 


In den Versuchen wurden 8 ccm Pankreassaft mit Metallsalz 
- und Wasser auf 30 cem gebracht, um schliesslich die Salzkonzentra- 
tion in 0,01 Mol und den PH-Wert bei Pu 5,5 zu behalten und die 
Losung bei 37°C 24 Stunden lang stehen zu lassen. Diese so 
behandelte Saft-Metallsalz-Lésung (10 cem) liess man einerseits mit 
0,05 g Kinasepulver bei PH 8 und bei 37°C 30 Minuten lang oder 
anderseits weiter mit 0,032 g Cystein (0,02 Mol) bei Pu 5,5 und bei 
37°C 24 Stunden lang stehen. 

Fiir den nicht mit Metallsalz vorbehandelten Pankreassaft 
besteht der Ansatz entweder aus leem Saft und 0,05¢@ Kinase 
in 9 cem Wasser oder aus 1 cem Saft und 0,016 g Cystein in 9 eem 
Wasser. Die anderen Bedingungen waren ebenso wie bei dem 
behandelten Saft. 

Versuchsansatz: Ebenso wie in Tabelle III. 


Aciditatszunahme in 5 cem Kasein-Digestat bei 
Pu 8 (ccm 0,1 n-NaOH) 
Aktivierung | Kontrolle Metallsalze (PH 5,5 37°C, 24 Stdn.) 
#4 | (Nicht mit 
RSE Salz ; : 
® | behandelt) CuSO. | Fe2(SOx)s | MnSO;| CoSOx | NiSO:z 
5 0 0 0 0,1 0,08 0,74 
Ohne 24 0,05 0,05 | 0,03 0,24 | 0,39 | 0,91 
Aktivierung 2 
72 0,13 0,07 0,06 0,34 0,68 1,05 
Mit 5 0,86 0,55 0,48 0,5 0,7 0,74 
Kinasepulver 1.06 0.71 0,63 0,6 0,89 0,91 
(Px6,37°C. |= 4 , : 
30 Min.) 72 1,14 0,89 0,73 0,7 0,99 a Gib 
Mit a 0,7 0,32 0,33 0,54 0,55 0,69 
Cysteim 0,95 0,42 | 0,48 0,66 | 0,68 | 0,89 
(PH 5,5, 37°C, | 24 Mea at ee 
24 Stdn.) 72 1,15 0,49 0,61 0,83 0, 
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“TaspenLe XIII. 


Das Verhalten der durch Stiure-Cystein und der durch Enterokinase 
aktwierbaren Faktoren der tryptischen Wirkung des 
Pankreassaftes gegeniiber Kieselgur- 

Adsorption bei Pu 4, 

Nachdem man die triibe Ausscheidung, die in der Lésung von 
10 cem Pankreassaft und 10 cem Wasser beim Ansa&uern bei Px 5,5 
mittels 0,1 n-HCl auftrat, abzentrifugiert hatte, unterwarf man die 
von der Ausscheidung getrennte Lésung nach Hinstellung bei Pu 4 
der Adsorption mit 0,1 g Kieselgur. Nach Umriihren bei Eistem- 
peratur im Hiswasser (25 Min. lang) wurde das Adsorptionsgemisch 
in der Zentrifuge (2500 Drehungen pro Min.) 5 Minuten lang 
abgeschleudert und in Restlésung und Bodensatz getrennt, welch 
letzterer mit Pu4-Pufferldsung g@ewaschen, dass in Wasser 
suspendiert und unter Umstellung mit 0,1 n-NaOH auf, Pu 8 mit 
Wasser auf 20 cem gebracht wurde. Nach gutem Umrihren zentri- 
fugierte man diese Suspension ab. Die so abgetrennte obere 
Flissigkeit gelangte als Eluat zur Verwendung. Fir die Saure- 
Cystein-Aktivierung wurden 2cem Restlosung oder Eluat (einer 
2fach verdiinten Saftlésung entsprechend) mit 0,016 g¢ Cystein- 
HCl unter Hinstellung bei Pu 5,5 mit 0,1 n-HCl bei 87°C 24 
Stunden lang aufbewahrt. 

Fir die Enterokinase-Aktivierung wurden 2 ccm Saftlosung 
mit 0,05 g Kinasepulver bei Po 8 und 37°C 30 Min. lang behandelt. 

Versuchsansatz: 20cem 1%ige Kasein (Hammarsten) -Citrat- 
pufterlosung+2 ecm Saftlosung (entsprechend einer 2fach ver- 
diinnten Saftlésung) +1 cem Citratpuffer; PH 8, 37°C. 

Bei der Kontrolle ohne Adsorption brauchte man auch eine 
mit Wasser aufs 2fache verdiinnte Pankreassaftlosung. 

Um irgendeine direkt aktivierende Wirkung der Adsorption 
auf den unaktiven Saft auszuschliessen, wurde je 1 ccm Pankreas- 
saft mit 0,01 g Adsorbens in 9cem Wasser bei Pu 8 und 37°C 30 
Min. lang gehalten und dann auf seine Aktivitaét hin im gleichen 
Ansatz gepriift. Die Ergebnisse zeigen fast keine Aktivierung; sie 
sind wie folgt: Aciditatszunahme nach 24- und 72stiindiger Diges- 
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tion bei Kieselgur 0,12 u. 0,3, bei Tierkohle 0,14 u. 0,31 und bei 
Tonerde 0,11 u. 0,29 cem 0,1 n-NaOH respektive. 


Aciditaétszunahme in 5 ecm Kasein-Digestat bei 
PH 8 (ccm 0,1 n-NaOH) 
oe Restlésung der 
| Kontrolle ohne Kieselgur- Eluat (Px 8) 
ae Adsorption Ad tion (PH 4) 
Versuche Bs sorption (PH 
2 ae PEE beeen W pee OE ee emsdiere) Mare 
N | 32 |Z acjgto| 25 (2388 ,| 28 2 aig] g oo 
5 [2S mig © a) Sb Q'S mii owl 2 F Q'S lig oe 
Ag (2 pal. 5o 42 [pea eal ae eel. gm 
"lao (SA Flao [ga once: S A 
ig 0,15 | 0,9 OTE | Ost 0,22 | 0,7 0 0,04 | 0,21 
alt 24 0,63 | 1,14 | 1,2 0,37 | 0,39 | 0,8 0 0,14 | 0,54 
72 0,94 | 1,29 | 1,3 0,67 | 0,68 0,91 | 0,06 | 0,21 0,71 
5 0,13 | 0,88 | 0,93 | 0,18 0,2 0,82 | 0 0 0,61 
11 24 0,6 LUG ROA 10) ye 0,59 | 0,9 0,06 | 0 0,74 
12 Oa) || A aL) ang 0,69 | 0,94] 0,11 0,06 | 0,77 
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UBER DIE AKTIVIERUNG DER TRYPTISCHEN 
WIRKUNG DES PANKREASSAFTES 
DES HUNDES. 


IIf. Mitteilung: Die Wirkung des Darmsaftes auf die 
Aktivierung der tryptischen Wirkung 
des Pankreassaftes. 


Von 


MASAMITI KAWAHARADA. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultiét der 
Kaiserlichen Tohoku-Universitat (Sendai) und aus dem Utzino- 
Laboratorium des Instituts fiir die Chemische Forschung 
an der Kaiserlichen Universitét Kyoto. Direktor: 

Prof Dros. Utter.) 


(Hingegangen am 11. Mai 1943) 


Im Jahre 1899 wies Schepowalnikow (1899) nach, dass 
reiner Pankreassaft tryptisch vollstandig unwirksam ist und dass 
er nach Zugabe einer geringen Menge Darmsaft sowohl bei alkal- 
scher als auch, und zwar noch besser bei neutraler und schwach 
saurer Reaktion aktiviert wird. Danach fanden Bayliss und 
Starling (1904) die Kinase lediglich als ein Sekretionsprodukt 
des Diinndarms, vor allem seines oberen Endes. 

Diesen Angaben gegeniiber standen die Beobachtungen 
von Waldschmidt-Leitz und Waldschmidt-Graser (1927), 
wonach in normalem, reinem Darmsekret aus einer Vellaschlinge 
vom Hunde nur das Erepsin, nicht aber die Enterokinase als 
urspriingliches Sekretionsprodukt der Darmschleinhaut zu gelten 
hat; die Wirkung der Kinase ist entweder auf die Beimengung 
von Leucocyten aus den Follikeln der Darmwand zuriickzufihren, 
was die Vellaschlinge betrifft, oder aber der Aktivator scheint 
vielmehr in Form einer Vorstufe aus der Pankreasdritise abgeson- 
dert und in den Mueosazellen des Diinndarmes absorbiert zu 
werden, da nach Entfernung der Pankreasdriise die Kinasemenge 
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in der Darmschleimhaut erheblich abniunmt. 

Nachdem Verf. (1943) eine Saure-Cystein-Aktivierung des 
Pankreassaftes aufgefunden hatte, hat er weiter tiber die ver- 
gleichenden Untersuchungen iiber die Kinase-Aktivierung in der 
vorigen Abhandlung berichtet und auf eine andere Aktivierbarkeit 
des Saftes durch Kinase hingewiesen. Daraufhin taucht nun hier 
eine neue Frage auf, ob nicht der frische Darmsaft aktivierend 
auf den Pankreassaft wirkt. 

In der vorliegenden Arbeit beschafigte Verf. sich unter Leitung 
von Prof. Dr. Utzino mit dem Studium der Darmsaft-Wirkung 
bei der Pankreassaft-Aktivierung. Den Darmsaft gewann man aus 
der einem Hunde angelegten Thiry-Vellaschen Schlinge nach 
einer gewohnlichen Mahlzeit mit Fleisch-Reis und Milch, nachdem 
man die Schlingenlumen mit physiologischer Kochsalzlosung aus- 
gespult hatte. 

Die Resultate ergaben, dass der frische unaktive Pankreassaft 
dureh eine kleine Menge Darmsaft (bei 37°C 30 Min.) aktiviert 
werden konnte, und zwar dass 0,05 cem Darmsaft fiir die Aktivie- 
rung von 1 cem Pankreassaft ausreichend zu sein schien (Tabelle I). 
In Hinsicht der Darmsaft-Wirkung wurden hier in der Hauptsache 
Beziehungen der Erepsinwirkung auf die Aktivierung studiert, da 
die Proteolyse bei der Trypsinogen-Aktivierung nach Northrops 
Ansicht eine grosse Rolle spielen sollte. 

Zuerst kam Resistenz der aktivierenden Wirkung in Betracht, 
um dann die EHrepsinwirkung auszuschliessen, da sie sich im 
allgemeinen als sehr labil erwies. Die aktivierende Wirkung. des 
Darmsaftes ging grésstenteils durch Erhitzen bei 70°C (30 Min.) 
verloren, bei 60°C (30 Min.) blieb sie jedoch noch erhalten 
(Tabelle IT). 

Der getrocknete Darmsaft wirkte auch aktivierend auf den 
Saft, obwohl die Wirkung beim Trocknen ziemlich eingebiisst hat 
(Tabelle IIT). 

Da schon Matsuo (1941) iiber die Kaseinase-Wirkung des 
Darmsaftes berichtet hatte, muss man sie zuerst ausschliessen. Um 
auch eine Frage, ob nicht Erepsin-Wirkung etwas mit der 
aktivierenden Wirkung zu tun hat, zu beantworten, kommt eine 
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Ausschaltung der Erepsin-Wirkung in Betracht. Aus den 
Resultaten in Tabelle IV ersieht man, dass der Darmsaft, der nach 
Aufbewahren bei Pu 4 (37°C 20 Min.) nicht mehr ereptisch aktiv 
war, auch noch aktivierend auf den Pankreassaft wirkte in dem 
Masse, wie die Enterokinase oder der nicht behandelte Darmsaft. 

Was nun eine Ausschaltung der Kaseinase, Peptonase und 
“Dipeptidase anbetrifft, so sind die Resultate in Tabelle V_ hier 
anzuftthren. Diese Wirkungen gingen schon nach Stehenlassen bei 
Pu 4 (20 Min.) verloren, wihrend der Darmsaft noch als Aktivator 
wirken konnte. 

Beziiglich des Pu-Optimums bei der Darmsaft-Aktivierung auf 
den Pankreassaft zeigt die Tabellenangabe einen Pu-Bereich von 
Pu 6-7,5, indem bei PH5,5 und auch bei PH8 eine deutliche 
Aktivierung besonders nach langfristiger Digestion zutage trat. 
Der erepsinfreie Darmesaft schien am giinstigsten bei Pu 6 und 7 
einzuwirken (Tabelle VI). Dies Pa-Optimum ist anders als das- 
jenige bei der S&ure- oder Kinase-Aktivierung, da die Saure- 
Aktivierung am starksten bei Pu 5,5 und die Kinase-Aktivierung 
noch bei Pu 8 auftreten konnte. 

Hier sei noch besonders hervorgehoben, dass der Pankreassaft, 
der durch Behandeln bei PH 4 (37°C 2 Stdn.) von der Sdure- 
Cystein-Aktivierbarkeit befreit wurde, noch durch die Kinase 
aktivierbar war, nicht aber durch den Darmsaft (Tabelle VI). 
Diese Beobachtungen schienen in dieser Hinsicht daritiber zu 
sprechen, dass die durch Darmsaft aktivierbare Komponente des 
Pankreassaftes etwas anders als das durch Kinase aktivierbare sein 
mag und derjenigen, die durch Saiure-Cystein aktivierbar ist, ahnelt, 
oder, dass der Aktivator im Darmsaft nicht identisch mit demjen- 
igen der Mucosa sein kann. Die Frage, ob im Darmsaft irgendeine 
Protease-Wirkung, die besonders fiir Proteine des Pankreassaftes 
bei Pr 6-7 eingestellt ist, vorhanden ist, bleibt noch offen. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Hier wurden Untersuchungen iiber die aktivierende 
Wirkung des Hundedarmsaftes, der aus der Thiry-Vellaschen 
Schlinge gesammelt wurde, auf unaktiven Hunde-Pankreassaft 
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vorgenommen. Nach Zugabe von 0,05 cem Darmsaft zeigte 1 ecm 
Pankreassaft eine solche Aktivitit, dass sie durch weiteren Zusatz 
von Enterokinase nicht mehr zunahm. 

Der grosste Teil des Aktivators im Darmsaft ging dureh Hitze 
‘bei 70°C (30 Min.) verloren, bei 60°C aber blieb er erhalten. 

Getrockneter Darmsaft entfaltete auch ein bestimmtes Aktivie- 
rungsvermogen. 

2. Wahrend die Erepsin- wie auch Kaseinase-Wirkung des 
Darmsaftes durch Aufbewahrung desselben bei Pu 4 (87°C 20 
Min.) verloren gingen, blieb der Aktivator noch erhalten. 
Daraufhin nahm Verf. an, dass die aktivierende Wirkung fast 
nichts mit der Wirkung dieser bekannten Proteasen zu tun habe. 

3. Die optimale Reaktion bei der Aktivierung durch Darm- 
saft liegt bei PH 6-7,5, und zwar beobachtet man sie auch durch 
erepsinfreien Saft bei Pu 6-7. Diese Reaktion ist weder dieselbe 
wie die bei der Saure-Cystein-Aktivierung noch die bei der Kinase- 
Aktivierung. 

4. Hier sei auch hervorgehoben, dass dar Darmsaft nicht 
mehr imstande war, einen solechen Pankreassaft, der nach dem 
Aufbewahren bei Pu 4 (87°C 2 Stdn.) nicht mehr durch Saure- 
Cystein, sondern nur noch durch Kinase aktivierbar war, zu 
aktivieren. Auf Grund dieser Beobachtungen kann Verf. nicht 
die Vermutung unterdriicken, dass die durch Kinase aktivierbare 
Komponente eine etwas andere als die durch Siaure-Cystein oder 
die durch Darmsaft aktivierbare zu sein scheint, und dass der 
Darmsaftaktivator nicht identisch sein diirfte mit dem der 
Enterokinase noch wohl auch mit dem bei der Sdure-Cystein- 
Aktivierung. Die Frage, ob sich eine besondere Proteasenwirkung 
bei Pu 6-7 im Darmsaft befindet blieb noch offen. 

Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle bestens 
gedankt ftir die Gewahrung einer Unterstiitzung zur Anregung 
wissenschaftlicher Forschung. Prof. Dr. 8..Utzrno: 
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Versuchsteil. 


TABELLE I. 
Einfluss des frischen Hunde-Darmsaftes auf die Aktwierung 
der tryptischen Wirkung des Pankreassaftes. 

Nachdem man die Schlingenlumen mit 500 cem lauwarmer 
physiologischer Kochsalzlosung vorsichtig ausgespult hatte, sam- 
melte man den Darmsaft aus der Thiry-Vellaschen Schlinge des 
Hundes nach einer gewohnlichen Mahlzeit, bestehend aus Fleisch- 
Reis und Milch, und schleuderte ihn von den Formelementen ab. 
Der unaktive Pankreassaft, gewonnen aus der Pankreasfistel, diente 
uns zum Versuch. Beim Aktivierungsverfahren hat man 1 ccm 
Pankreassaft mit von 0,001 bis 0,5cem Darmsaft, der aus der 
Thiry-Vellaschen Schlinge gewonnen und mit Wasser (also mit 
8,5 bis 8,9 ceem Wasser) auf 9cem aufgefillt worden war, versetzt 
und bei 37°C 30 Min. lang aufbewahrt. Je 3ccm Saftlosung, die 
aus 1 Teil Pankreassaft und 9 Teilen Darmsaft-Wasser bestand, 
kamen bei den Versuchen zur Verwendung. ‘ 

Versuchsansatz: 20 eem 1%ige Kaseinldsung (Hammarsten) 
+3cecem Saftlosung+2eem Puffer (insgesamt also 25 cem) ; dige- 
riert unter Toluol bei PH 8 und bei 37°C.. Allgemeine Kontrolle 
mit Enzym ohne Kasein. Nach Abzug dieser Kontrollwerte von 
den Hauptwerten fand die Hintragung in die Tabelle statt. Als 
besondere Kontrollversuche wurden hier die Wirkung des Pan- 
kreassaftes ohne Darmsaft einerseits und auch die des Darmsaftes 
ohne Pankreassaft andererseits gepriift. 


Aciditatszunahme in 5 eem Kasein-Digestat bei Pu 8 
(eem 0,1 n-NaOH) 
, Aktivierung des Pankreassaftes 
Zeit Kontrolle durch Darmsaft 
(Stdn.) ~ -=) ‘ 
Be ees Darmsaft-Menge (ccm) fiir 1 cem 
aoS | gaa Pankreassaft 
| nYaAS 
Soe qo Sk 
ae) ° ‘= HOO ad 
zl fe a a | 0,5 0,1 0,05 | 0,01 | 0,005) 0,0025 | 0,001 
ay Ay 
5 0,01 0,01 0,89 | 0,89 | 0,81 | 0,43 | 0,22 0,12 0,09 
24 0,07 0,11 1,17 | 1,16 | 1,02 | 0,8 0,62 0,49 0,34 
72 0,21 0,4 1,33 | 1,25 | 1,12 | 1,05 | 0,88 0,76 0,68 
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TABELLE IT, 


Thermostabilitat der aktiwierenden Wirkung des 
Darmsaftes gegeniiber Pankreassaft. 


Je 0,5ceem Darmsaft wurde mit 8,5cem Wasser in einem 
Reagensglas, das sich in einem Wasserbade von bestimmter Tem- 
_peratur befand, 30 Min. lang stehen gelassen, worauf 9 cem dieser 
erhitzten Darmsaftlosung weiter mit 1 cem Pankreassaft bei 37°C 
30 Min. lang aufbewahrt wurden, um alsdann die aktivierende 
Wirkung des erhitzten Darmsaftes zu priifen. 

Versuchsansatz : 20 eem 1%ige Kaseinlosung +3 eem Saftlosung 
(1:10) ; mit Puffer auf 25 cem gebracht und bei PH 8 unter Toluol 
bei 37°C digeriert. 

Allgemeine Kontrolle mit Enzympuffer ohne Kasein. 


Acidititszunahme in 5 eem Kasein-Digestat bei Pu 8 
(cem 0,1 n-NaOH) 


Aktivitat des Darmsaft-Pankreassaft- 


Zeit oe oe systems nach Hitze-Wirkung 
(Stdn.) UNOS SSI Te auf Darmsaft 
Mit 0,5 eem : » Ko ono : 
Ohne a ee Erhitzung bei 50°-80°C (30 Min.) 
Darmsaft | Darmsaft Fe 
aktiviert 50° 60° 70° 80° 
5 0,01 0,89 0,64 0,64 0,01 0 
24 0,07 alailiey 0,87 0,84 0,12 0,04 
72 0,31 1533 12 1,06 0,54 0,3 


TABELLE III. 


Einfluss des getrockneten Darmsaftes auf die Aktwierung der 
tryptischen Wirkung des Pankreassaftes. 

Der frische Darmsaft wurde im Vakuumexsikkator iiber P20; 
getrocknet und pulverisiert. Beim Gebrauch wurde das Pulver in 
der originalen Volummenge Wasser wieder aufgeldst und 0,1 oder 
0,5 cem dieser Lésung mit 1 ecm Pankreassaft (unaktiv) und 9 eem 
Wasser bei 37°C 30 Min. lang aufbewahrt. 

Versuchsansatz: Ebenso wie in Tabelle I. 
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Aciditatszunahme in 5 cem Digestat bei Pu 8 
(eem 0,1 n-NaOH) 
, Aktivierung durch getrock- 
OY : ee af neten Darmsaft, der einer 
Substrate iS say asinetiniia og bi Saftmenge entspricht 
pt Mit 0,1 ccm 
a Ohne frischem 2 
N Darmsaft Darmsaft DB sem 0, Lecce, 
aktiviert 
Rasen 5 0,04 0,88 0,66 0,59 
(Hammarsten) | 24 Ont 1,01 0,79 0,8 
(0,8%) 72 0,26 1,19 1,01 0,92 
20 cem 2%iger Erepsin-Wirkung (PH 7,5) 
Pepton-S-Citrat- 
puffer + trockener 5 — — 0,08 0,02 
Darmsaft, mit a 
Puffer auf 25 ccm | “4 —~ a 9,26 0,09 
gebracht (PH7,5) | 72 — — 0,48 0,24 


TABELLE IV. 


Einfluss des erepsinfreien Darmsaftes auf die Aktiwierung der 
tryptischen Wirkung des Pankreassaftes. 

Fiir die Inaktivierung der Erepsinwirkung des Darmsaftes 
wurde der Saft mit HCi bei Pu 4 eingestellt und bei 37°C ver- 
schieden lange Zeit stehen gelassen. 

Den Aktivierungsansatz, der aus 1 cem Pankreassaft, 0,5 eem 
Darmsaft, normal oder mit Saure behandelt, und 8,5 cem Wasser 
bestand, liess man bei 37°C 30 Min. lang stehen und je 3 cem Saft- 
losung benutzen. 

Versuchsansatz: Ebenso wie in der Tabelle IIT. Fir die 
Erepsinpriifung wurden 20 cem 2%iger Pepton : 8-Citratpuffer und 
2ccm Darmsaft mit Wasser auf 25 cem gebracht und bei PH 7,8 
und 37°C unter Toluol digeriert. Allgemeine Kontrolle mit Enzym- 


Citratpuffer ohne Pepton. Die Angaben wurden fiir die Tabelle 
korrigiert. 
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Aciditétszunahme in 5 cem Digestat bei Pu 8 
(eem 0,1 n-NaOH) 
j Aktivierung durch mit 
Shatin: > Kontrolle mit Pankreassaft Séure behandelten 
ubstrate é Darmsaft 
sey 
i Mit Mit 0,05 g| Aufbewahrung bei Pu 4 
a Ohne 0,5 eem Kinase- mit HCl 
N | Darmsaft | Darmsaft| pulver = 
aktiviert | aktiviert | 20 Min.| 30 Min.| 60 Min. 
~ size os 
ey aes 5 0,01 0,76 0,58 0,68 0,47 0,0 
( ane idl EA!) GOT 1,03 0,78 1,04 | 087 | 0,3 
(0,8%) 72 0,2 1,16 1,04 1,16 1,05 0,6 
Erepsin-Priifung (PH, 7,8) 
Pepton:S 5 — — _ 0 —0,01 0 
(1,6%) 
24 — — — 0 0 0 
72 — — — 0,01 0 0,01 
TABELLE V. 


Proteasen-Wirkung des bei Pu 6,0 und Pu 4,0 behandelten 
Darmsaftes des Hundes (Sdure-Inaktivierung des 


Darmerepsins ). 


Den frischen Darmsaft liess man nach Ansauern mit 0,1 n-HCl 
bei Pu 4 oder 6 und bei 37°C 20 oder 30 Min. lang respektive 
stehen; je 1cem Darmsaft wurde dann mit 20cem 1%iger oder 
0,05 Mol-Substrat-Citratpufferlésung (PH 7,8) und mit Citratpuffer 
auf 25 ecm gebracht und unter Toluol bei 37°C digeriert, um die 
Kaseinase- und Hrepsinwirkung zu untersuchen. 


Allgemeine Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Substrat. 


Die 


korrigierten Werte sind in der Tabelle angegeben. 
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Acidititszunahme in 5 ecm Digestat 
bei Pu 7,8 (cem 0,1 n-NaOH) 
Substrate : : ne ee : 
Zeit Nicht Darmsaft inaktiviert bei 
(Stdn.) | behandelt | 5. ¢ (30 Min.) } Pa 4(20 Min.) 
5 0 0 
Kasein = Q i 
(Hammarsten) 24 0,13 0,15 0,06 
(0,8%) 72 0,46 0,42 0,19 
_ 2 
5 0,32 0,32 
Pepton- Witte 24 0,67 0,66 
(0,8%) 
72 1,04 0,99 
5 0,2 0,2 
Glyeylglycin 9 ~~ 
(1/25 Mol) oe ono) 0,4 
2 1,2 0,88 0 


TABELLE, VI. 


Einfluss des Darmsaftes auf die Aktivierung der tryptischen 
Wirkung des Pankreassaftes. 


Um die Erepsinwirkung des Darmsaftes zu inaktivieren, liess 
man den Saft bei PH 4 und 37°C 20 Min. lang stehen. In den 
Aktivierungsversuchen wurde je 1 cem frischer unaktiver Pankreas- 
saft mit 0,2 cem des nichtbehandelten (I) oder des erepsinfreien 
Darmsaftes (II) und mit 8,8cem Wasser vermischt (10fache 
Verdiinnung) und sodann bei verschiedenen Pu-Werten bei 37°C 
30 Min. lang stehen gelassen und weiter auf seine Trypsin-Aktivitat 
hin gepruift. Bei den anderen Versuchen (III) wurde auch der 
Pankreassaft herangezogen, der (15 cem Saft+HCl+ Wasser=30 
ceem) zwar durch 2stiindiges Aufbewahren bei Pu 4 und 37°C von 
der Saure-Cystein-Aktivierbarkeit befreit worden war, durch En- 
terokinase jedoch noch aktivierbar war, indem je 2 cem dieser Pan- 
kreassaftlosung mit 0,2 eem Darmsaft und 7,8 cem Wasser bei ver- 
schiedenen Pu-Werten 37°C 30 Minuten lang behandelt wurden, 


um die Aktivierbarkeit dieses behandelten Pankreassaftes durch 
Darmsaft zu untersuchen. 
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Versuchsansatz: 20 ccm Kaseinpufferlésung+3 cem Pankreas- 
saftlosung (1:10) +2 ecm Puffer. 
Allgemeine Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Kasein. Die 


Tabelle gibt die korrigierten Werte. 


Pankreassaft 


Aciditaétszunahme in 5 cem Kasein-Digestat bei 


Px 8 (cem 0,1 n-NaOH) 


Kontrolle mit 
Pankreassaft 
ohne Darmsaft 


Pu-Werte bei der Aktivierung des 


Pankreassaftes durch 
Darmsaft (87°C, 30 Min.) 


und a ee g 
a) © 4D é oa o 
Darmsaft BD w/g°as Bo 
= |Se|ERa0 72 
nn Ss aren) ice aero al Ofer! a aul eo eS e o 
Bait ae eae | a OO 
“Bees 
, coaah oat 
5/0 | 0,88] 0,7 |0 | 0,05) 0,19] 0,68) 0,78| 0,67] 0,32] 0,05 
Pankreassaft | 94 |0,02| 1,0 | 0,9 | 0,03) 0,17] 0,68) 1,08| 0,98| 0,92} 0,81] 0,5 
Darmsaft 72 |0,09} 1,11] 1,1 | 0,2 | 0,58] 1,03] 1,25} 1,17] 1,15] 1,11) 0,9 
Seri ak A 510 | 0,86| 0,73 10 [0 |0,1 |0,69| 0,49] 0,2 | 0,05] 0 
mit | 24 |0,06) 1,02 | 0,91 | 0,03) 0,19] 0,37] 0,93) 0,88] 0,7 | 0,32] 0,27 
ereptasefreiem | 79 |g 99) 1,12 | 1,11 | 0,27/ 0,57] 0,78] 1,13) 1,03] 0,95] 0,79] 0,7 
Darmsaft 
TIT 5/0 | 046| 0 [0 |o0 |0  |0,03}0,03/0,02;0 | 0 
Der mit Saure A 
(Pu 4) behandel- | 24 |0,02] 0,67| 0 {0 |0 | 0,05) 0,09] 0,08) 0,08] 0,07] 0,02 
te Pankreassaft | 79/91 | 0,81 | 0,04 |0,1 | 0,12] 0,13/ 0,28) 0,22] 0,2 | 0,2 | 0,2 
mit Darmsaft 
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UBER DIE AKTIVIERUNG DER TRYPTISCHEN 
WIRKUNG DES PANKREASSAFTES 
DES HUNDES. 


IV. Mitteilung: Die Wirkung der Gewebemazeration auf 
die Aktivierung des Pankreassaftes. 


VON 


MASAMITI KAWAHARADA. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultit der 
Kaiserlichen Tohoku-Universitét (Sendai) und aus dem Utzino- 
Laboratorium des Instituts fiir die Chemische Forschung 
an der Kaiserlichen Universitat Kyoto. 

Direktor: Prof. Dr. 8S. Utzino.) 


(Hingegangen am 11. Mai 1943) 


In Erweiterung der Untersuchungen tiber die Aktivierungs- 
weise des Pankreassaftes unternahm Verf. hier unter Leitung von 
Prof. Dr. 8. Utzino Versuche mit verschiedenen Gewebemazera- 
tionen. Was die aktivierende Wirkung der Gewebebestandteile, die 
nicht zu den Verdauungsdriisen gehorten, auf den wnaktiven 
Pankreassaft anbelangt, so sind die Angaben von Délezenne et al. 
(1902 u. 1903) zu erwahnen, denen zufolge die Kinase aus den 
weissen Blutzellen und den lymphatischen Ganglien stammte. 

Anschliessend an diese Beobachtung ausserten W aldschmidt- 
Leitz und Waldschmidt-Graser (1927) die Ansicht, dass der 
aktivierende Faktor des Darmsaftes, welcher aus einer Vellaschen 
Schlinge des Hundes gewonnen wurde, auch auf die Leucocyten 
der Muecosafollikel zuriickzufiihren, nicht aber als Sekretions- 
produkt des Darmsaftes zu betrachten sei. 

‘Bei den Versuchen mit Nieren-, Milz- und Magenmucosa- 
Mazeration hat Itzioka (1937) im hiesigen Institut darauf auf- 
merksam gemacht, dass der Pankreassaft des Kaninchens, der mit 
dieser Gewebemazeration bei Raumtemperatur 30 Min. lang stehen 
gelassen und dann benutzt wurde, eine deutliche Activitatszunahme 
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im 72stiindigen. Digestat mit Kasein zeigte, wahrend Trocken- 
priparate dieser Organe keine soleche Wirkung zu entfalten 
vermochten. Da hier aber keine Riicksicht auf so wichtige 
Bedingungen wie Pu-Wert, Temperatur und Wirkungsdauer 
genommen wurde, erhielt man keine tibereinstimmenden Ergebnisse, 
wenngleich diese auch viel Interessantes betreffs der aktivierenden 
Wirkung der Gewebemazeration erwarten lassen. 

Zuletzt sei hier auch nicht unerwahnt gelassen, dass Kunitz 
(1938) eine Penicillium-Kinase entdeckte, die bei Pu 3 auf kry- 
stallinisches Trypsinogen stark aktivierend wirkte und die selbst 
sich als proteolytisch erheblich aktiv erwies. 

In den vorangegangenen Abhandlungen hat Verf. (1943) tiber 
die Saéure- und Darmsaftaktivierung berichtet, indem er dabei 
darauf aufmerksam gemacht hatte, dass die Saure-Aktivierung sich 
etwa auf ein Proteolysensystem bei saurer Reaktion beziehen muss. 

In Fortfiihrung dieser Arbeit taucht hier eine neue Frage auf, . 
wie die Gewebemazeration verschiedener Herkunft auf die Aktivie- 
rung des Saftes einwirkt. ‘ 

In vorliegender Arbeit standen Leber-, Nieren- und Milzma- 
zeration, die aus 1 Teil Organbrei und 3 Volumteilen Glycerin- 
Wasser bestand, bei den Versuchen zur Verfiigung und die Er- 
gebnisse fasst Verf. hier kurz wie folgt zusammen. 

Dureh Einwirkunge der Gewebemazeration wie Leber- und 
Nierenmazeration (bei 37°C 30 Min.) trat die Aktivierung des 
Pankreassaftes am stairksten bei Pu 5,0 und 5,5 zutage, etwas 
schwacher aber durch die Milzmazeration (Tabelle I). 

Nach 24stiindiger Behandlung mit dieser Mazeration zeigte 
der Pankreassaft eine gleich starke Tryptaseaktivitat wie der nach 
Kinaseaktivierung. Bei kurzfristiger Einwirkung (wie 30 Min.) 
trat die Tryptaseaktivitét aber nur etwas schwiacher auf. Daher 
ahnelt diese Aktivierung des Saftes mit der Gewebemazeration der 
Saure Cystein-Aktivierung, ist also starker als Siure- und etwas 
schwacher als Kinase-Aktivierung (Tabelle II). Die Milzmazera- 
tion schien im allgemeinen schwacher einzuwirken. 

Aus diesen Beobachtungen entsteht weiterhin die Frage, wie 
man zwischen Séure'Cystein-Aktivierung und Gewebemazeration- 
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Aktivierung unterscheiden soll und ob man die letztere als eine 
spezifische Wirkung der Gewebemazeration betrachten kann, da 
das Vorhandensein des Cysteins oder einer ahnlichen Substanz in 
Gewebemazerationen beriicksichtigt werden muss. Bei den Ver- 
suchen mit Lebermazeration, die mit Cystein bei Pu 6 30 Min. lang 
behandelt und dann als Aktivator fiir den inaktiven Saft gepriift 
~ wurde, trat die starkste Aktivierung bei Pu 5 (37°C 30 Min.) auf 
und der Spaltungswert des aktivierten Saftes war nicht groésser 
als derjenige des mit der Mazeration ohne Cystein behandelten 
Saftes (Tabelle III). Aus den hier erzielten Resultaten ersieht 
man ferner, dass die Gewebemazerationen als Aktivator des Saftes 
bei schwach alkalischer Reaktion (PH 8) fast keine besondere Rolle 
za spielen schienen und daraufhin moéechte Verf. mit grédsster 
Wabhrscheinlichkeit annehmen, dass die Gewebeereptase, die stets 
als starke Peptonase bzw. Peptidase bei alkalischer Reaktion in 
Betracht kommt, ftir die Aktivierung des Pankreassaftes nicht viel 
Bedeutung habe, insofern irgendeine Protease als Aktivator bei 
der Aktivierung in Betracht kommt. Die schwache <Aciditits- 
zunahme im Digestat mit dem bei Pu 8 behandelten Safte kann 
Verf. entweder aus sekundirer Aktivierung bei der Digestion oder 
aus abgeschwachter Wirkung des Gewebe-Aktivators erklaren. 

Hier kommt die Katheptase als solehe in Frage. Da schon 
tiber die Trennung der Kathopeptonase von der Kathoproteinase 
(Utzino u. Sakai (1941), Sakai (1943) ) berichtet worden war, 
fiihrte Verf. hier die Versuche mit Leberpulvern aus, die einmal 
von der letzteren befreit wurden. 

Tabelle IV ergab, dass die kathepsinfreien aber noch katho- 
peptonasehaltigen Leberpulver sich als minderwertige Aktivatoren 
erwiesen, die Leberpulver, die noch katheptasehaltig waren, jedoch 
bei Pu 4,5 besonders nach Cysteinzusatz deutlich aktivierend 
wirkten (Tabelle IV). Die Pankreassaft-Wirkung mit kathep- 
sinfreiem Leberpulver mag vielleicht aus schwacher Saure- oder 
Sdure-Cystein-Wirkung bei Pu 4,5—-5 herriihren, obgleich in diesem 
Leberpulver eine Kathopeptose-Wirkung erhalten blieb. Auf Grund 
dieser Ergebnisse méchte Verf. hier wohl eine Kathepsin-Wirkung 
(Kathoproteinase) bei der Aktivierung des Pankreassaftes beriick- 
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sichtigen. 

Daraufhin wurde hier die aktivierende Wirkung des Kinase- 
pulvers, des Siure-Cysteins, des Darmsaftes, des Katheptase- 
Cysteins und des Kathopeptonase-Cysteins vergleichend untersucht 
(Tabelle V). In guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen in 
Tabelle IV wirkte das Katheptase-Cystein (87°C 30 Min.) deutlich 
aktivierend auf den Pankreassaft bei Pu 4,5, die Kathopeptonase, 
die frei von Kathoproteinase war und mit Cystein behandelt wurde, 
aber nicht. 

Hier sei besonders hervorgehoben, dass diese Leberkatheptase 
nicht mehr imstande war, den Pankreassaft zu aktivieren, der 
vorher mit Saéure bei Pu 4 (37°C 2 Stdn.) behandelt worden und 
nur dureh die Enterokinase aktivierbar war. Wie schon in der 
II. Mitteilung (1948) beschrieben worden war, wirkten Saure- 
Cystein und Darmsaft nicht aktivierend auf den mit Saure be- 
handelten Pankreassaft. In dieser Hinsicht scheint die Ejinstel- 
lung des Gewebe-Aktivators (Leberkatheptase) in ahnlichem Sinne 
mit dem Darmsaft oder Saure-Cystein einzuwirken. Da das Pu- 
Optimum fiir diese drei Aktivatoren in der Hauptsache bei saurer 
Reaktion liegt, obwohl es nicht ganz tibereinstimmt, moéchte Verf. 
sie als saure Aktivatoren des Pankreassaftes auffassen. 

Zuletzt ist hier zur Kontrolle zu erwahnen, dass die Gewebe- 
pulver, die nach Aufbewahrung in Alkohol 24 Stunden lang 
bereitet und als Aktivator gepriift wurden, weder Proteinase- noch 
Peptonase-Wirkung bei Px 7,5, jedoch nur Dipeptidase-Wirkung 
zeigten (Tabelle VI). 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Diese Arbeit bietet in der Hauptsache eine vergleichende 
Beobachtung der aktivierenden Wirkung der Gewebemazeration 
auf unaktiven Pankreassaft mit den in den vorigen Abhandlungen 
publizierten Aktivatoren (Kawaharada, 1943). 

Leber-, Nieren- und Milz-Mazeration wirkten auf unaktiven 
Pankreassaft des Hundes aktivierend, und zwar war die Wirkung 
am gumstigsten bei PH 5-5,5, wahrend fast keine bei Pu 8 kon- 
statierbar war. Dauerte die Wirkung der Mazeration bei Pu 5 


or 
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und bei 37°C 20 Stunden lang, so erreichte der Pankreassaft einen 
ebensolehen Aktivitétsgrad, wie der mit Kinase aktivierte Saft. 
Kurzfristige Aufbewahrung (30 Min.) rief eine partielle Aktivie- 
rung hervor, welche der Saure-Cystein-Aktivierung dhnelte. 

2. Wahrend ereptasefreies, kathepsinfreies (kathoproteinase- 
freies) Leberpraparat nur geringfiigig oder fast iiberhaupt nicht 
aktivierend auf Pankreassaft einwirkte, zeigte dasjenige, welches 
zwar von der Ereptase befreit, aber noch katheptasehaltig war, 
eine deutliche Aktivierung bei Pu 4,5, besonders nach Cystein- 
zusatz. 

3. Ebenso wie dies bei dem Séure-Cystein oder Darmsaft 
der Fall war, vormochte die Lebermazeration oder das ereptasefreie 
Leberpraparat nicht, den bei Pu 4 (387°C 2 Stdn.) behandelten 
Pankreassaft zu aktivieren, welcher noch durch Enterokinase 
aktiviert werden konnte, wenngleich die Aktivitaét sich in erheblich 
geringerem Masse geltend machte. Da die Wirkung des kathep- 
sinfreien Leberpraparats unter Cysteinzusatz bei Pu 4,5-5,0 (37°C 
30 Min.) einer der Bedingungen bei der Saéure-Cystein-Aktivierung 
entsprach und die dabei erreichte Aktivitét viel niedriger als die 
bei der Aktivierung mit katheptasehaltigem Praparat war, méchte 
Verf. in der Lebermazeration ein starkeres, aktivierendes Wirkungs- 
vermogen annehmen, bei dem vielleicht die Kathepsinwirkung 
(Kathoproteinase) eine Rolle spiellt, welcher Aktivierung jedoch der 
Saure-Cystein-Aktivierung des Pankreassaftes sehr nahe verwandt 
zu sein scheint. Da die katheptische Wirkung des Pankreassaftes 
mit der der Gewebekatheptase noch nicht sicher identifiziert werden 
konnte, bleibt die Frage nach der Einheitlichkeit beider Wirkungen 
noch offen. 


Dem Unterrichtsministerium sei hier bestens gedankt ftir die 
Gewihrung einer Unterstiitzung zur Anregung wissenschaftlicher 
Forschung. Prof. Dr. 8. Utzine: 


M. Kawaharada: 
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Versuchsteil. 
TABELLE [, 


Aktiwierung der tryptischen Wirkung des Pankreassaftes durch 
Gewebemazeration (Leber, Niere und Milz) des Schweines 
ber verschiedenen Pu-Werten. 


~ Der Pankreassaft wurde aus der einem Hunde angelegten Pan- 
kreasfistel gewonnen. Zur Bereitung der Mazeration wurde 1 Teil 
Organbrei mit 3 Teilen Glycerin-Wasser gut zerrieben, koliert und 
unter Toluol im Hisschrank aufbewahrt. 

leem Pankreassaft liess man mit 0,2 eem Gewebemazeration 
(Organbrei: Glycerin-Wasser=1:3) und 8,8eem Wasser unter 
Einstellung bei verschiedenen Pu-Werten bei 37°C 30 Min. lang 
stehen, worauf je 3cem Saftlésung, neutralisiert, zur Anwendung 
geelangten. 

Versuchsansatz: 3 ecm diese Saftlosung +20 cem 1%ige Kasein- 
Pufferlosung, mit Puffer auf 25 cem gebracht und bei Pu 8 unter 
Toluol digeriert. 

Allgemeine Kontrolle mit Saftlosung-Puffer ohne Kasein. 

Nach Abzug der Kontrollwerte wurden die korrigierten Werte 
des Hauptversuchs in der Tabelle angegeben. 


Acidititszunahme in 5 cem Kasein-Digestat bei Pu 8 
(ecm 0,1 n-NaOH) 
5 Pu-Werte bei der Aktivierung durch Gewebe- 
Organe D mazeration bei 37°C 30 Min. lang. 
= Ohne 
N |Gewebe-|5y 4 op 4,5(Pu 5,0.PH 5,5|PH 6,0\Pn 7 O|P x 8,0 
mazera- 
tion 
Lcher 5 0,01 | 0,01 | 0,03 | 0,27 | 0,27 | 0,06 | 0,06 | 0,03 
Re 24 0,1 0,07 | 0,16 | 0,69 | 0,65 | 0,21 | 0,25 | 0,2 
a ae 72 0.21 | 0,14] 0,35 | 0,97] 0,87 | 0.55 | 0,6 | 0,55 
Nj 5 0 0 0,04 | 0,81 | 0,31 | 0.07 | 0,03 | 0,01 
sit occa 24 0,05 | 0,05 | 0,16 | 0,78 | 0,76 | 0,36 | 0,15 | 0,15 
miageration 72 | 0.93 | 0,24] 0.36} 1,18] 1,16] 0,97 | 0,69] 0,69 
5 0 0 0 0,1 | 0,99 | 0,01 | 0,01 | 0,06 
Milz- 24 | 0,08 | 0,06] 0.07 | 0,88] 0,36 | 0,11 | 0,11 | 0,17 
eee eee 72 | 0,25 | 0,2 | 0,27] 0,8 | 0,77) 0,45 | 0,44] 0,5 
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TaBELLE II. 


Aktivierung der tryptischen Wirkung des Pankreassaftes 
durch Leber-, Nieren- oder Milemazeration des 
Schweines bei Pu 5 und PH 7. 


Die Gewebemazeration wurde mit 1 Teil Gewebebrei und 3 
Volumteilen Glycerin-Wasser (1:1) hergestellt, ebenso wie in den 
Versuchen von Tabelle I. 

Je 1ecm Pankreassaft und 0,2 eem Gewebemazeration wurden 
unter Einstellung mittels der Saure- oder Alkalilésung bei Pu 5 
und 7 mit Wasser auf 10 cem gebracht und bei 37°C 30 Minuten 
oder 24 Stunden lang stehen gelassen. Zum Vergleich wurde die 
bei Pu 5 behandelte Saftlosung weiter mit HEnterokinasepulver 
(0,05 ¢ ftir 10 ecm Saftlésung) bei PH 8 und 37°C 30 Min. lang 
aktiviert. 

Versuchsansatz: 3cem dieser Saftlésung+20cem 1% iger 
Kaseinpufferlésung, mit Puffer auf 25 cem gebracht und bei Pu 8 
unter Toluol digeriert. 

Allgemeine Kontrolle mit Saftlosung-Puffer ohne Kasein. 
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TABELLE III. 


Aktivierung der tryptischen Wirkung des Pankreassaftes durch 
die mit Cystein uktivierte Lebermazeration des 
Schweines bei verschiedenen Pu-Werten. 


Nachdem je 2 eem Lebermazeration mit 2 eem 0,1 Mol-Cystein- 
Losung unter Hinstellung bei Pu 6 mittels einiger Tropfen 0,1 
n-HCl bei 37°C 30 Min. lang behandelt wurde, fiigte man zu 0,4 cem 
dieser Losung 1 cem Pankreassaft und 8,6 eem Wasser hinzu, um 
die Gesamtmenge auf 10 cem zu bringen. Die Aufbewahrung dieses 
Gemisches bei 37°C dauerte bei verschiedenen PH-Werten 30 Min. 
lang. 

Versuchsansatz: 3 cem dieser mit Lebermazeration behandelten 
Saftlosung +20 cem 1%iger Kasein-Pufferlésung, mit Puffer auf 25 
eem gebracht und bei Pu 8 unter Toluol digeriert. 

Allgemeine Kontrolle mit Saftlosung-Puffer ohne Kasein. 


Acidititszunahme in 5 cem Kasein-Digestat bei Pu 8 
(cem 0,1 n-NaOH) 


Pu-Werte bei der Aktivierung durch Lebermazeration-Cystein 
bei 37°C 30 Min. lang. 


Zeit (Stdn.) 


Ohne Leber- : x a 
ch Mint pie Pu 4,0 | Pu 4,5 | PH5,0 | Pu5,5 | Pu6,0 | Pu7,0 | Pu 8,0 
5 0 0,03 0,08 0,47 0,09 0,02 0,02 
24 0,07 0,07 0,28 0,81 0,34 0,2 0,19 0,19 
72 0,17 0,17 0,5 1,07 0,74 0,64 0,6 0,57 


TABELLE LV. 


Aktivierung der tryptischen Wirkung des Pankreassaftes durch 
kathepsinfreies oder katheptasehaltiges Leberpulver 
des Schweimes bei Pu 4,5 oder Pu 5. 


Hier kamen das von Kathepsin (Kathoproteinase Sakai, 1943) 
befreite Leberpulver (Leber-Kathopeptonase) sowie das Leber- 
pulver selbst (Leber-Katheptase) in Betracht. Man gebrauchte 
diese Pulver, indem man 1 cem Pankreassaft mit 0,2 g@ Leberpulver 
in 9 eem Wasser oder mit 4ccm vorher mit Cystein aktivierter 
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Leberpulversuspension und 5cem Wasser bei Pu 4,5 oder Pu 5 
37°C 30 Min. lang aufbewahrte. Je 3 cem dieser Saftlésung wurden 
dann benutzt. Die Cystein-Behandlung geschah mit 0,2 g¢ Leber- 
pulver in 2 cem Wasser und 2 ccm 0,1 Mol-Cystein-Liésung bei Px 6 
und 387°C, 30 Min. dauernd. 

Versuchsansatz: 3 cem Saftlésung+20cem 1% Kasein-Puffer- 
losung, mit Puffer auf 25 cem gebracht und bei Pu 8 unter Toluol 
digeriert. 

Allgemeine Kontrolle mit Saftlésung-Puffer ohne Kasein. 


Aciditatszunahme in 5cem Kasein-Digestat bei Pu & 
(eem 0,1 n-NaOH) 


LiniKathepsiné ries Lebenpulves Katheptasehaltiges Pankreas- 
s Leberpulver saft 
D Pankreassaftaktivierung Pankreassaftaktivierung 
2 (37° 30 Min.) (37° 30 Min.) Ohne 
8 Behand- 
bei Px 4,5 bei PH5 |. bei Pu 4,5 bei PH5 lung mit 
: 4 Leber- 
Ohne | Mit | Ohne | Mit | Ohne | Mit | Ohne | Mit pulver 
Cystein|Cystein |Cystein |Cystein)/Cystein|Cystein|Cystein/Cystein 
5. |. 0 0,04 0 0 0,04 0,33 0,08 0,18 0 
24 | 0,14 0,19 0,12 0,14 03,5 0,71 0,47 0,64 0,02 
72| 0,43 0,63 0,32 0,5 0,65 1,01 0,72 0,86 0,2 
TABELLE V. 


Aktivierung der tryptischen Wirkung des normalen oder nut Sdure- 
Alkali behandelten Pankreassaftes durch Kinasepulver, Darmsaft 
(Hund), Sdure-Cystein, Katheptase-Cystein  (ereptasefreies 
Schweineleberpulver) oder Kathopeptonase-Cystein (ereptase- 
und kathepsinfreies Schweineleberpulver ). 

Als unaktiver Pankreassaft diente der normale oder der be- 
handelte Saft, der (10cem) unter Hinstellung mit Salzsaure bei 
Pu 4 oder mit Natronlauge und Wasser (ca. 10 cem) bei Px 12 bis 
auf das Doppelte verdiinnt und wihrend 2 bzw. 24 Stunden bei 


37°C aufbewahrt wurde. 
Fiir die Enterokinase-Aktivierung (a) fiigte man 0,05 g Kinase 
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entweder zu 1cem Pankreassaft in 9cem Wasser oder zu 2 ccm 
der bei der Behandlung aufs zweifache verdiinnten Saftlosung in 
8 cem Wasser hinzu und liess das Gemisch (Pu 8) bei 87°C 30 Min. 
lang stehen. i 

Bei der Saure-Cystein-Aktivierung (b) wurden 2cem Pan- 
kreassaft mit 2cem 0,1 Mol-Cysteinlosung oder 4 ccm behandelter 
Saftlésung mit 0,032 2 Cystein erst bei PH 5,5 und 37°C 1 Stunde 
lang stehen gelassen, dann unter Einstellung bei Pu 5,5 mit HCl 
und Wasser auf 20 cem gebracht und weiter bei 37°C 23 Stunden 
lang aufbewahrt. 

In den Darmsaftversuchen (¢) bestand der Enzymansatz ent- 
weder aus 1ceem Pankreassaft, 0,5cem Darmsaft und 8,5 cem 
Wasser oder aus 2 ccm behandelter Saftlosung, 0,5 cem Darmsaft 
und 7,5 cem Wasser; man liess ihn bei PH 6 und 37°C 30 Min. lang 
stehen. 

Fiir die Leber-Katheptase-Wirkung (d und e) wurden ent- 
weder 1 ecem Pankreassaft in 1 cem Wasser oder 2 ccm behandelter 
Pankreassaftidsung mit 8ecem mit Cystein aktivierter Katheptase- 
losung bei Pu 4,5, 5 oder 5,5 bei 37°C 30 bzw. 60 Min. lang auf- 
bewahrt. Der Ansatz fiir die Aktivierung der Leber-Katheptase 
bestand aus 0,4g ereptasefreiem Leber-Katheptase-Pulver oder 
Leber-Kathopeptonase-Pulver (erepsin- und kathepsinfrei, Sakai 
1943) in 4cem Wasser und 4cem 0,1 Mol-Cysteinlésung (PH 6, 
37°C, 30 Min.). 

Versuchsansatz: 3 cem behandelte Pankreassaftlosung +20 cem 
20%ige Kasein-Pufferlodsung, mit Puffer auf 25 cem gebracht und 
bei PH 8 unter Toluol digeriert. 

Allgemeine Kontrolle mit Saftlésung-Puffer ohne Kasein. Die 
korrigierten Werte finden sich in der Tabelle. 
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TABELLE VI. 
Proteolytische Wirkung der Gewebepulver-Praparate 
des Schweimes. 

Zur Bereitung des Gewebepulvers bewahrte man gut zerrie- 
benen Gewebebrei mit der 4fachen Volummenge Athylalkohol (oder 
Methanol) 24 Stunden lang auf und entwasserte den Niederschlag 
weiter 3mal mit Aceton und behandelte ihn dann mit Ather, um 
das Gewebe schnell zu trocknen. Hierauf wurde das Gewebepulver, 
das als Aktivator in Frage kommt, auf seine proteolytische 
Wirkung hin gepriift, indem 0,05-0,1 g Gewebepulver mit 20 ccm 
1%iger Substrat- oder 0,05 Mol-Peptid-Pufferlosung unter Einstel- 
lung bei PH 7,5 mit Puffer auf 25 cem gebracht und der Digestion 
bei 37°C unterworfen wurde. 

Allgemeine Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Substrat. Die 
korrigierten Werte zeigt die Tabelle. 


Aciditatszunahme in 5cem Digestat bei Pu 7,5 
(cem 0,1 n-NaOH) 
Organpraparate 
Substrate Feit Diinn- 
(Stdn.) darmsehleim- Leberpulver Nierenpulver 
’ hautpulver 

0,05 g 01g | 0,05 ¢ | Olg | 0,05¢ Ol ¢g 

Kasein 3) 0,01 0 — —_ —- — 

(Hammar- ; mi 

stent 24 0,02 0,03 — — ~— -- 

(0,8%) TS 0,04 0,09 — — — a 
Witte- 5) = 0 0 0 0 0,01 
Pepton 24 — 0.02 0 0 0,01 0,01 

9G 
(0,8%) 72 ra 0,15 0 0,02 | 0,05 | 0,28 
= : 5 — 0 _— 0,02 —- 0,05 
epton K ° oa = 
(0.8%) 24 0,01 0,03 = 0,06 
72 Ss 0,06 — 0,05 — 0,21 
i. 5 0 0,01 — 0,16 — 0,28 
iglyein , © 

72 0,01 0,03 _— 1,39 — 1,74 
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VERSUCH ZUM OZONABBAU DES LEPROTINS. 


VON 


YOSHIHARU TAKEDA unp TATUO OHTA. 


(Aus dem Bakteriologischen Institut der Kaiserlichen Universitit 
ts Tathoku, Taiwan, Nippon.) 


Zur weiteren Kenntnis tiber die Konstitutionsermittlung des 
Leprotins haben wir den Ozonabbau des Leprotins zu erforschen 
versucht, indem wir in den letzten zwei Jahren 200 me Kristall 
durch Wiederholung des Versuches der Auskristallisierung! des 
Farbstoffes vom chromogenen Mycobacterium gesammelt haben. 

Beim Abbau des Leprotins mit Ozon erhielten wir weder 
Geronsdure noch Isogeronséure; daraus schliessen wir, dass der 
1,1,3-Trimethyl-eyclohexan-Ring mit gleicher Lage der Doppel- 
bindung wie im @- und /-Jonen, also im Leprotin nicht vorkommt. 

Mit diesem Ergebnis steht das biologische Verhalten des 
Leprotins im Kinklang; denn wie wir?) shon berichtet haben, erwies 
sich im Versuch eine Provitamin-A Wirkung des Leprotins negativ. 
woraus hervorgeht, dass der f/-Jononring in diesem Carotinoid 
nicht eingeschlossen ist. 

Bei der Bestimmung der Isopropylidengruppen nach der 
Methode von Kuhn und Roth®) tiber Leprotin wurde kein Aceton 
nachgewiesen ; so dass man daraus schliessen kann, dass die Ring- 
offnung wie bei Lycopin in Leprotin nicht vorkommt. 

Uber die optische Aktivitit des Leprotins lasst sich nichts 
Sicheres sagen, wenn auch keine optische Drehung im Bereiche 
einer méglichen Ablesung beobachtet wurde, 

Wie die Elementaranalyse zeigt,?) ist Leprotin ein Kohlen- 
wasserstoff, in dessen Molekiil a- oder $-Jononring und die lycopin- 
artige Ringéffnung durch oben ausgefiihrte Versuche vernichten 
liessen ; somit ist es nicht mehr wahrscheinlich, dass Leprotin gleich 


1) Y. Takeda und T. Ohta, Ztschr. physiol. Chem, 258, 6 (1939). 
2) Y. Takeda und T. Ohta, Ztschr, physiol. Chem, 267, 171 (1941). 
3) Ber. chem. Ges., 65, 1285 (1932). 
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Dehydro-f-Carotin” ist und es gibt auch keen Beweis, der leicht 
zur Formierung einer Hilfte oder einer Endgruppe des Leprotin- 
molekiils ftihren konnte, 

Wir sind jetzt dabei eine grosse Menge Material anzusammeln, 
um den Oxydationsabbau auszufiihren.- Sollten die characterischen 
Spaltstiicke sich aus diesem Carotinoid herausschlagen lassen, 
welche weltvolle Hinweise fiir die Aufstellung der Strukturformel 
bieten, so werden wir in der nachsten Mitteilung einige Schliisse 
tiber die Konstitutionsermittling des Leprotins ziehen konnen. 


* 


EXXPERIMENTELLER TEIU. 


Mikro-Polarisation.*) 2,5 mg Subst. werden in 3cem Benzol 
gelost und C-Linie (6563) aus einem Monochromator durch- 
gelassen. 

J=1dm. lasst keine Drehung erkennen. Die Farbung der 
Losung bereitete beim Ablesen Schwierigkeiten. 

Isopropylidengruppen. 5,73 mg Subst. verbrauchten 0,06 eem 
n/20 Jodlosung. Gef. 0,36% C3Hs. Berechnet ftir eine Isopropy- 
lidengruppe (C4o9H54) : 7,85% C3He. 

Ozonabbau des Leprotins. 133 mg Leprotin wurden in 4,0 cem 
Tetrachlorkohlenstoff suspendiert und 4,5 Stunden ozonisiert. 
Dabei war der Hauptteil des Farbstoffes farblos geworden. Darauf 
wurde es mit 4,0cem Hisessig versetzt und weiter 6 Stunden 
ozonisiert, durch Versetzen mit 15cem Wasser 1 Stunde am 
Rickfluss gekocht und dann im Vakuum zu Sirupdicke konzen- 
triert. Die letzten Essigséurereste wurden mit 10cem Wasser 
versetzt und neuerlich im Vakuum eingeengt und verjagt. Nun 
schiittelt man den Oligen Riickstand 5mal mit 20cem Ather, 
entzieht dem letzteren die sauren Bestandteile durch fiinfmalige 
Extraktion mit je 3eem konzentrierter Natriumbicarbonatlisung, 
sauert die wassrige Flissigkeit mit Phosphorsdiure an und zieht 
insgesamt 150cem Ather portionsweise aus. Der Abdampfriick- 


*) Herrn Dr. S. Kuwada und A. Watanabe, wissenschaftliches Labora- 
trium der Firma Ch. Takeda & Co. Litd., Osaka, danken wir an dieser Stelle 
besonders fiir die Durchfiihrung dieser Bestimmung. 
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stand des Athers ergab dabei eine hellgelbe, dlige Masse, die mit 
0,8 cem heissem Wasser extrahiert, deren Lésung filtriert und mit 
einer solchen von 65mg Semicarbazid-chlorhydrat und 130 mg 
Natriumacetat in 0,3cem Wasser versetzt wurde. Von dieser 
Losung schied nach 55 stiindigem Stehenlassen im Hisschrank kein 
Krystall aus. 

Unter gleichen Bedingungen wurde der Abbauversuch mit 
66 mg reinem f/-Carotin durehgefiihrt und in gleicher Weise nach- 
behandelt, wobei 5mg Rohkrystall des Geronsaéure-Semicarbazons 
gewonnen wurde. 


Der Japanischen Gesellschaft zur Forderung der Naturwissen- 
schaften (Nippon-Gakuzyutu-Sinkokwai) sind wir fiir ihre Unter- 
stiitzung zu bestem Dank verpflichtet. 
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UBER DAS VERHALTEN VERSCHIEDENER 
KOHLEHYDRATE DER ORGANE UND GEWEBE 
IM HUNGERZUSTAND UND WAHREND 
DES WINTERSCHLAFS. 


VON 


Ty LU, 


(Aus dem Biochemischen Institut des Prafekturkrankenhauses zu Kobe. 
Vorstand: Dr. M. Takeda.) 


Hs liegt eine grosse Anzahl von Arbeiten iiber die Einfliisse 
des Hungers auf den Glykogengehalt der Leber (Cori u. Cori, 
Barbour, Fischer u. Lacey, Junkersdorf, Dann u. Cham- 
bers) und anderer Organe (Lawrence u. McCanece, Junkers- 
dorf u. Mischnat, Junkersdorf u. Hanisch, Okugawa) 
vor. Andere Autoren haben sich mit dem Schicksal des Glykogens 
der Leber und anderer Organe in normalen sowie verschiedenen 
pathologischen Ernahrungszustanden beschaftigt (Takao, Hynd 
u. Rotter, Dittmar). Imamura hat durch seine umfang- 
reichen Untersuchungen bei Kréten das Verhalten des Glykogen- 
gehaltes und Gesamtstoffwechsels im Ablauf des Winterschlafs 
weitgehend geklart. Wie sich andere Kohlehydrate als Glykogen 
im Hungerzustand und wiahrend des Winterschlafs verhalten, 
dariiber gibt es bis heute nur wenige Mitteilungen. Dann u. 
Chambers haben bei Hungerhunden ausser dem Glykogengehalt 
der Leber. und der Skelettmuskeln auch das Verhalten des freien 
Zuckers in denselben verfolet. Yamamoto hat festgestellt, dass 
in den tierischen Organen und Geweben neben dem Glykogen noch 
zwei Zuckerarten, d.h. freier sowie hydrolysierbarer Zucker, vor- 
handen sind, und heute kann man mittels der von ihm ausge- 
arbeiteten Methode diese Zuckerarten sowie das Gesamtkohlen- 
hydrat quantitativ bestimmen. Ich bin an Hand dieser Methode 
durch die in verschiedenen Zeitpunkten des Hungers und Winter- 
schlafs durchgefiihrten, systematischen Organ- und Gewebsanalysen 
dem Verhalten des Gesamtkohlehydrats und der genannten Zucker- 


arten nachgegangen. 
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Methodtk. 


Im Hungerversuch wurden Ratten von gleichem Alter (Durch- 
schnittsgewicht 180g) und Kréten (Durchschnittgewicht 200 g) 
gebraucht. Die ersteren waren bis zum Beginn des Versuchs vor- 
wiegend mit nichtgeschaltem Reis und die letzteren mit Insekten 
vefiittert. Im eigentlichen Versuch werden die Tiere zum Experi- 
ment einzeln in einen eisernen Kafig gebracht und es wird ihnen 
nur Wasser gegeben. Es wird an Leber, Herzen, Niere, Skelett- 
muskel und Haut die Gewebszuckerbestimmung nach der Yama- 
motoschen Methode vorgenommen. Zu diesem Zwecke wird 
ungefahr 1g Organ- bzw. Gewebsstiick gebraucht. Im Winter- 
schlafversuch werden Kroéten zur Verfiigung gestellt, wobei die 
Zuckerspiegel von Leber, Skelett-Muskeln und Haut in verschie- 
denen Stadien des Winterschlafs analysiert und weiter mit denen 
in der Periode des Erwachens verglichen werden. 


Versuchsergebnisse. 


1. Die Zuckerspiegel der Organe und Gewebe bei Hungerratten. 

Die Zuckerbilder (Gesamtkohlehydrat, freien sowie hydrolysier- 
barer Zucker und Glykogen) von Leber, Niere, Herzen, Skelett- 
muskeln und Haut der gesunden Ratten weisen keine nennenswerten 
individuellen Schwankungen auf. Tabelle I gibt die Durchschnitts- 
werte von 5 Fallen wieder. 


TABELLE I, 


Zuckerbilder von Leber, Skelettmuskeln, Haut, Herzen und Niere 
der normalen Ratten. 


(Durchsehnitt von 5 Ratten). 


Gesamtkohle- Freier Hydrolys. Glykogen 

hydrat mg% | Zucker mg% | Zucker mg% mg% 
Leber 4420 1145 486 2769 
Skelettmuskel 733 266 241 226 
Haut 552 224 212 116 
Herz 452 167 210 75 
Niere 951 406 440 105 
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Die Resultate der Analyse zu verschiedenen Zeitpunkten des 
Hungers sind aus Tabelle II ersichtlich. 


TABELLE II (A). 
Zuckerbilder von Leber, Skelettmuskeln, Haut, Herzen und Niere 
in der 12. Hungerstunde. 
(Durchschnitt yon 3 Ratten). 


Ss Gesamtkohle- Freier Hydrolys. Glykogen 
hydrat mg% | Zucker mg% | Zucker mg% mg% 
Leber 2132 1066 452 614 
Skelettmuskel 648 228 200 220 
Haut 5382 212 196 124 
Herz 470 186 190 94 
Niere 952 400 452 100 


TABELLE II (B). 


Zuckerbilder von Leber, Skelettmuskeln, Haut, Herzen und Niere 
in der 24. Hungerstunde. 


(Durchschnittswerte von 3 Ratten). 


Gesamtkohle- Freier Hydrolys. Glykogen 

hydrat mg% | Zucker mg% | Zucker mg% mg% 
Leber 942 442 402 98 
Skelettmuskel 380 146 160 74 
Haut 444 138 209 97 
Herz 464 194 192 78 
Niere 968 398 478 92 


TABELLE II (C). 
Zuckerbilder von Leber, Skelettmuskeln, Haut, Herzen und Niere 
in der 48. Hungerstunde. 
(Durchschnittswerte von 3 Ratten). 


Gesamtkohle- Freier Hydrolys. Glykogen 

hydrat mg% | Zucker mg% | Zucker mg% mg% 
Leber 940 410 430 100 
Skelettmuskel | 434 170 186 78 
Haut 470 142 230 98 
Herz 470 200 190 80 
Niere 940 400 442 98 
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TAaBELLE II (D). 
Zuckerbilder von Leber, Skelettmuskeln und Haut in der 72. Hungerstunde. 


(Durchschnittswerte von 3 Ratten). 


Gesamtkohle- Freier Hydrolys. Glykogen 
hydrat mg% | Zucker mg% | Zucker mg% mgZo 
Agee morris | 
Leber 888 356 422 110 
Skelettmuskel 446 116 | 192 138 
Haut 404 110 | 194 100 


Betreffs des Verhaltens der einzelnen Zuckerarten verschiedener 
Organe und Gewebe wahrend des Hungers hat sich bei Ratten 
folgendes ergeben : 

Bei Hungerratten wird zuerst das Leberglykogen abgebaut. 
Nach 12 Stunden sind schon 34 der Anfangswerte zum Schwund 
gvebracht, nach 24 Stunden ist nur eine Spur desselben nachweisbar 
(Abnahme bis auf 1/27 der Anfangswerte). Dieser Zustand 
des Glykogenminimum besteht auch in spateren Hungerperioden 
fort. Abgesehen von diesem auffallenden Glykogenverlust der 
Leber erfahrt der freie Zucker in der 12. Hungerstunde nur eine 
geringfiigige Abnahme. Dagegen zeigt in der 24. Hungerstunde 
ausser dem Glykogen auch der Gesamtkohlehydratgehalt der Skelett- 
muskeln und der Haut die Minimalwerte wahrend des ganzen 
weiteren Verlaufs des Hungers auf. Auch nimmt der freie Zucker 
der Leber in betrachtlichem Masse ab (14 der Anfangswerte). Es 
wird auch eine ziemlich deutliche Verminderung des freien Zuckers 
der Skelettmuskeln und der Haut bemerkt (bei den ersteren 45 %ige 
und bei der letzteren 38%ige Abnahme). Sonst lassen sich 
Glykogenabnahme an den Skelettmuskeln (57%), Verminderung 
des hydrolysierbaren Zuckers (34%), des Glykogens (36%) an der 
Haut sowie die des hydrolysierbaren Zuckers der Leber (17%) 
nachweisen. 

Nach 48 Hungerstunden zeigt die Gesamtkohlenhydratmenge 
der Leber zwar denselben Wert wie beim 24 Stunden-Hunger, sie 
nimmt aber an der Haut und den Skelettmuskeln mehr zu. Was 
die Werte der einzelnen Zuckerarten betrifft, so zeigt sich nur noch 
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weitere Abnahme des freien Zuckers der Leber, wahrend der freie 
Zucker der Skelettmuskeln und der hydrolysierbare Zucker der 
Leber, der Skelettmuskeln und der Haut, nachdem die beiden in 
der 12. Hungerstunde einmal bis auf die Minimalwerte abgesunken 
sind, wenn auch nur leichtgradig, doch eine Zunahme erfahren. 
In weiterem Verlauf (in der 72. Hungerstunde) des Hungers wird 
der freie Zucker in Leber, Skelettmuskeln und Haut vermindert, 
dagegen werden die Glykogenwerte derselben mehr erhodht. Es ist 
interessant, dass an Herzen und Niere sowohl das Gesamtkohlen- 
hydrat wie auch die einzelnen Zuckerarten durch den ganzen 
Verlauf des Hungers hindureh die Anfaneswerte beibehalten. 
Dasselbe kann auch betreffs des Verhaltens des hydrolysierbaren 
Zuckers der Haut gesagt werden. Kurz zusammengefasst spielt 
sich bei Hungerratten zuerst und rasch der Abbau des Leber- 
elykogens ab und es wird nach 12 Hungerstunden zum groéssten 
Teil zum Schwund gebracht. In weiteren 12 Stunden kommt es 
zum Abbau des freien Zuckers in Leber, Skelettmuskeln und Haut, 
und weiter des Glykogens wie des hydrolysierbaren Zuckers in den 
Skelettmuskeln, und dazu noch des Hautelykogens. Durch diese 
Prozesse wird ein bestimmer Betrag der Glucose von den genannten 
Geweben bzw. Organen ins Blut abgegeben. Nachdem Leber, 
Skelettmuskeln und Haut in der 24. Hungerstunde einmal in den 
Zustand des Gesamtkohlenhydratminimums versetzt sind, kommt es 
in weiteren Hungerstunden vielmehr zur Zunahme des Gesamtkohle- 
hydrates. Was das Verhalten der einzelnen Zuckerarten betrifft, 
so lasst sich in der 48. Hungerstunde Wiederanstieg des hydroly- 
sierbaren Zuckers in Leber, Skelettmuskeln und Haut, und in der 
letzten Hungerperiode Erhéhung der Glykogenmenge der Leber 
beobachten. Man kénnte vermuten, dass diese in spateren Hunger- 
perioden stattfindende Zunahme des hydrolysierbaren Zuckers sowie 
Glykogens durch Zuckerbildung aus Hiweiss- und Fettsubstanzen 
im Ablauf des intermediaren Stoffwechsels bedingt ware. 

2. Veriinderungen der Zuckerwerte der Organe und Gewebe im 

Hungerzustand bei Kréten in der Periode des Erwachens. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle [V. zusammengestellt. 
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TABELLE III. 


Zuckerbilder von Leber, Skelettmuskeln und Haut bei normalen Kroeten 
in der Periode des Erwachsens. 
(Durschnitt von 5 Fallen). 


Gesamtkohle- Freier Hydrolys. Glykogen 

hydrat mg% | Zucker mg% | Zucker mg% mg% 
Leber 10210 3280 3716 3214 
Skelettmuskel 1166 PAM 405 550 
Haut 666 263 305 98 


TABELLE IV (A). 


Zuckerbilder von Leber, Skelettmuskeln und Haut bei hungernden 
Kroeten in der Periode des Erwachsens. 


(5 Tage Hunger). 


Gesamtkohle- Freier 
hydrat mg% | Zucker mg% 


Hydrolys. 
Zucker mg7% 


Leber 
Skelettmuskel 
Haut 


8640 440 
1262 322 
880 270 


Glykogen 
mgZo 
7600 

684 
180 


TABELLE IV (B). 


Zuekerbilder von Leber, Skelettmuskeln und Haut bei hungernden Kroten 
in der Periode des Erwachsens. 


(12 Tage Hunger) (Durchschnitt von 3 Fallen). 


Gesamtkohle- Freier 
hydrat mg% | Zucker mg% 


Leber 
Skelettmuskel 
Haut 


Hydrolys. 
Zucker mg% 


Glykogen 
mg7o 


8800 389 
960 220 
470 124 


520 
240 
256 


7900 
500 
90 


TABELLE IV (C). 


Zuckerbilder von Leber, Skelettmuskeln und Haut bei hungernden 
Kroeten in der Periode des Erwachsens. 


(25 Tage Hunger) (Durchschnitt von 3 Fallen). 


Gesamtkohle- Freier 
hydrat mg% | Zucker mg% 


- Leber 
Skelettmuskel 
Haut 


8980 60 
1010 86 
456 76 


Hydrolys. Glykogen 
Zucker mg% mg% 
380 8540 
164 760 
275 105 
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Bei Kréten lasst sich schon im beginnenden Stadium (ersten 
5. Hungertage) ein rasches Absinken der Werte des freien sowie 
hydrolysierbaren Zuckers der Leber bemerken. Dagegen erfahrt 
das Leberglykogen zu dieser Zeit eine betrichtliche Zunahme. 
Betreffs der Zuckerwerte der Skelettmuskeln und der Haut zeigt 
sich nur ein geringfiigiger Anstieg des Glykogen derselben. Im 

-weiteren Verlauf (bis zum 12. Hungertage) werden keine Ande- 
rungen der Mengenverhiltnisse des hydrolysierbaren Zuckers sowie 
Glykogens in der Leber wahrgenommen, der freie Zucker in diesem 
Organ nimamat aber ab. In der letzten Hungerperiode (nach 25 
Hungertagen) erfolet noch weitere Abnahme des freien Zuckers in 
Leber, Skelettmuskeln und Haut. Ebenso wird eine leichtgradige 
Verminderung auch des hydrolysierbaren Zuckers in denselben 
gesehen, wahrend der Glykogengehalt beinahe auf demselben Niveau 
stehen bleibt, wie im vorangehenden Stadium. 

3. Zuckerspiegel der tierischen Organe und Gewebe wahrend des 

Winterschlafs. 

Schon seit langem haben die Forscher ihre Aufmerksamkeit 
auf die interessante Tatsache gelenkt, dass bei Winterschlafern 
trotzdem keine Nahrungsaufnahme stattfand in Leber und Skelett- 
muskeln eine betrachtliche Menge Glykogens aufgestapelt ist. Im 
Zusammenhang damit ist es leicht zu erwarten, dass der freie sowie 
hydrolysierbare Zucker wahrend dieser Periode sich anders ver- 
halten miissten wie in sonstigen Jahreszeiten. Dariiber besitzen wir 
jedoch keine genauen Angaben. | 

Wirft man einen Blick auf die analytischen Daten der ver- 
schiedenen Zuekerarten in verschiedenen Winterschlafsperioden 
und vergleicht man sie mit denen in der normalen Periode, so fallt 
zuerst ins Auge, dass der Gehalt der Leber an freiem wie hydroly- 
sierbarem Zucker bei winterschlafhaltenden Kroten in bedeuten- 

-~ dem Ausmasse vermindert, dagegen der Glykogengehalt in 
demselben Organ deutlich erhoht ist. 

Diese Verinderungen der Zuckerbilder an der Krotenleber 
wihrend des Winterschlafs lassen sich schon im Anfangsstadium 
feststellen, besonders ausgesprochen sind sie aber zur Zeit des 
tieferen Winterschlafs. Neben dieser merkwiirdigen Erscheinung 
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TABELLE V. 


Zuckerbilder von Leber, Skelettmuskeln und Haut 
Bei Winterschlaf haltenden Kroten. 


(Durchnittswerte). 
Gesamt- wits pees. 
Versuchsorgan kohle- tae ees a Glykogen 
Datum A Conche hvdiat Zucker Zucker me% 
od, Gew ge mg% mg% 
Leber 11420 520 480 10420 
20/X Skelettmuskel 1400 200 200 1000 
Haut 600 228 272 100 
Leber 18812 100 108 18604 
20/X1 Skelettmuskel 1480 148 162 1170 
Haut 342 120 122 100 
Leber 12600 150 150 12200 
10/XII | Skelettmuskel 1400 120 120 1160 
Haut 446 166 170 110 
Leber “13980 580 500 12900 
26/1 Skelettmuskel 1200 112 138 95 
Haut 600 268 222 110 
Leber 14840 680 760 13400 
Bayh Skelettmuskel 1410 114 126 1170 
Haut 800 380 320 100 
Leber 12100 600 500 11000 
BYARY Skelettmuskel 940 190 126 614 
Haut 684 278 296 110 
Leber J 4849 541 502 3806 
28/V Skelettmuskel 670 226 202 242 
Haut 480 100 294 86 
Leber 2100 220 548 1332 
16/VI Skelettmuskel 588 208 238 142 
Haut 490 156 228 106 


ist aber als weiterer augenfalliger Befund Zunahme des Glykogen- 
gehalts der Skelettmuskeln und anderseits Abnahme des hydroly- 
sierbaren sowie freien Zuckers in Skelettmuskeln und Haut zu 
nennen. Diese Verminderungen der letzteren beiden Zuckerarten 
in Leber, Skelettmuskeln und Haut kommen umso deutlicher zum 
Vorschein, je tiefer der Winterschlaf wird. Sie erreichen im 
November und Dezember die Minimalhéhe. Ende Januar aber 
beginnt der freie und hydrolysierbare Zucker der Leber wieder 
zuzunehmen. Zu gleicher Zeit tritt eine deutliche Erhéhung der 
Menge des freien wie hydrolysierbaren Zuckers der Haut auf. 
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Schon Ende Februar kehren diese zu den Werten in der Periode 
des Nichtwinterschlafs zuriick. In den Skelettmuskeln zeigen sie 
aber keine Vermehrung auf, sondern dieselben minimalen Werte 
wie im Dezember. Erst Ende April kommt es zur Steigerune der 
Menge des freien Zuckers in den Skelettmuskeln bis nahe an die 
Werte in der Periode des Nichtwinterschlafs, wobei jedoch keine 
Zunahme des hydrolysierbaren Zuckers stattfindet. Dieser bleibt 
noch immer in der Hohe von ein 14 der Werte in der Periode des 
Nichtwinterschlafs. Die Glykogenwerte der Leber und der Skelett- 
muskeln erreichen im November ihr Maximum, und sie zeigen bis 
zum Februar nur leichtgradige Abnahme. Anfang April, d.h. nach 
der Legezeit, wird aber diese Verminderung ziemlich deutlich, 
besonders in den Skelettmuskeln. Hier zeigt sich ein Absinken 
bis auf die Halfte der Maximalwerte. Weiter wird das Absinken 
der Glykogenwerte in Leber und Skelettmuskeln Ende Mai, wo 
Kroéten zu erwachen beginnen, um so ausgeprégter. Aus der Ver- 
gleichstellung der Zuckerspiegel von Leber, Skelettmuskeln und 
Haut zwischen den Kroéten im Winterschlaf einer- und den Hunger- 
kroten in der Periode des Nichtwinterschlafs anderseits stellt sich 
heraus, dass die Abnahme des freien Zuckers in Leber, Skelett- 
muskeln und Haut in beiden Fallen fast in gleicher Starke geschieht, 
wahrend die Verminderung des hydrolysierbaren Zuckers bei den 
Kroten im Winterschiaf in starkerem Grade vor sich geht und 
ferner der Glykogengehalt der Leber wnd der Skelettmuskeln 
zwischen beiden Fallen weitgehende Abweichungen aufweist. 
Namlich der Glykogengehalt der Leber erfahrt bei beiden Fallen 
im Vergleich zur Kontrolle eine deutliche Zunahme, wobei sie aber 
bei den winterschlafhaltenden Kréten in weit bedeutenderem Masse 
stattfindet wie bei den Hungerkréten. Was den Glykogengehalt 
der Skelettmuskeln betrifft, so zeigt er bei Hungerkréten nur eine 
geringe Zunahme, wihrend er bei winterschlafhaltenden Kroten 
ungefahr um das Doppelte vermehrt ist wie bei der Kontrolle. 
Kurz gesagt findet bei Winterschlafern im Ablauf des Winter- 
schlafs kein Verlust des Organ- bzw. Gewebeglykogens statt, sondern 
es zeigt in Leber, Skelettmuskeln und Haut die Maximalwerte, 
indem auf Kosten des freien und hydrolysierbaren Zuckers die 
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Umbildung in Glykogen erfolgt, was das Absinken der ersteren 
bis auf das Minimum zur Folge hat. Aber bei Hungerkroten findet 
der Verlust des Gesamtkohlenhydrats der Organs bzw. Gewebe statt ; 
hier geschicht die Umwandlung der ganzen Menge des freien 
Zuckers und des gréssten Teils des hydrolysierbaren Zuckers in 
Glykogen. So sind die Unterschiede zwischen den Hungerkroten 
und winterschlafhaltenden Kroéten insofern, als es sich auf das 
Verhalten des Kohlenhydratstoffwechsels bezieht, darin zu erkennen, 
ob der Kohlenhydratverlust im Verlauf des Versuchs auftritt oder 
nicht, und weiter, ob von dem hydrolysierbaren Zucker der Leber 
und Haut die ganze Menge oder der grosste Teil in Glykogen 
umgebildet werden. 

Wenn man nun die Verschiebungen der Zuckerbilder der 
Oregane bzw. Gewebe bei Hungerratten einer- und Hungerkroten 
anderseits in Vergleich stellt, so ist als markanter Unterschied 
hervorzuheben, dass bei den ersteren das Leberglykogen schon im 
beginnenden Stadien abnimmt, dagegen bei den letzteren eine 
betrachtlche Zunahme erfahrt. Auch ist das Verhalten des hydroly- 
sierbaren Zuckers bei Hungertieren bemerkenswert, d.h. die Werte 
dieser Zuckerart in der Leber zeigen bei Ratten trotz des Fort- 
schreitens der Hungerstadien nur sehr geringe Abweichungen, 
wahrend bei Kroten schon in beginnenden Stadien erhebliche 
Senkung auftritt. 

Anderseits hat nun Okugawa _ festgestellt, dass sich bei 
fiungertauben der hydrolysierbare Zucker der Leber und der 
Skelettmuskeln im wesentlichen nicht anders verhalt als bei der 
Kontrolle, was von Yamamoto auch im Kaninchenversuch be- 
statigt wurde. So wire dem hydrolysierbaren Zucker in der Leber 
der Hungerkroten, wie oben auseinandergesetzt, vom biologischen 
Gesichtspunkt eine Sonderstellung einzuraéumen. Wenn dem s0 ist, 
wodurch ist diese eigenartige Erscheinung bedingt? Die Frage 
dreht sich darum, ob der hydrolysierbare Zucker der Kroétenleber 
eine andere chemische Zusammensetzung hatte oder ob die genann- 
ten Verschiedenheiten bloss funktionelle sind. Beziiglich dieser 
Frage ist meine Untersuchung noch im Gang. 
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Zusammenfassung. 


1. Um dem Verhalten des Gesamtkohlenhydrats und der 
einzelnen Zuckerkomponente der tierischen Organe und Gewebe im 
Hungerzustande und im Verlauf des Winterschlafs niherzukommen, 
wurde bei Ratten und Kroten die zeitmassige Analyse der Zucker- 
spiegel verschiedener Organe und Gewebe vorgenommen. 


2. Bei Hungerratten tritt die Glykogenabnahme der Leber 
zuerst und schon in friiheren Stadien (in 12 Stunden) sehr rasch 
und in sehr bedeutendem Masse auf. Sie erreicht nach 24. Hunger- 
stunden das Minimum, um in den folgenden Stadien fast keine 
Schwankungen mehr aufzuweisen. Betreffs anderer Kohlenhydrat- 
arten in Leber, Skelettmuskeln und Haut geht ihre Abnahme 
relativ langsam vor sich, im Zeitraum zwischen der 12. und 24. 
Hungerstunde geschieht sie aber in raschem Tempo und in sehr 
starkem Grade. In der 24. Hungerstunde kommt es zam Zustand 
des Kohlenhydratminimums wahrend des ganzen Hungerverlaufs. 
Im weiteren Verlauf zeigt sich stetiges und langsames Absinken 
der Werte des freien Zuckers in der Leber, und nach 48 Hunger- 
stunden weisen sowohl der hydrolysierbare in Leber, Skelettmuskeln 
und Haut, wie auch der freie Zucker in Skelettmuskeln und Haut, 
wenn auch geringgradig, doch eine Zunahme auf. Schhesslich tritt 
das letzte Hungerstadium ein, in dem leichtgradiger Verlust des 
freien Zuckes in Leber, Skelettmuskeln und Haut, weiter noch 
geringefiigige Glykogenzunahme in Leber, Skelettmuskeln und Haut 
beobachtet wird. Aus diesen Ergebnissen liesse sich schliessen, 
dass die Glukoseabgabe vom Organ bzw. Gewebe aus ins Blut in 
soleher Reihenfolge geschieht, dass bis zur 12. Hungerstunde das 
Leberglykogen, im Ablauf von 12-24 Hungerstunden alle Zucker- 
arten bes. das Glykogen und der freie Zucker in Leber, Skelett- 
muskeln und Haut und von der 24. Hungerstunde ab durch die 
Transformation von Eiweiss-sowie Fettsubstanzen gebildetes Gly- 
kogen und hydrolysierbarer Zucker die Quelle der Blutglucose 
darstellen. An Herzen und Niere lassen sich durch die ganzen 
Hungerperioden hindurch keine Abweichungen der Gesamt- und 
Binzelzuckerwerte erkennen. Dasselbe kann auch betreffs des 
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Verhaltens des hydrolysierbaren Zuckers der Haut gesagt werden. 

3. Im Gegensatz zu den Hungerratten tritt bei Hungerkroten 
schon im beginnenden Stadien rasche Abnahme des freien sowie 
hydrolysierbaren Leberzuckers auf, dagegen nimmt der Glykogen- 
gehalt der Leber zu. In der letzten Hungerperiode ist der freie 
Zucker in der Leber immer noch staérkerem Abbau unterworfen, 
und die Abnahme desselben in Skelettmuskeln und Haut ist auch 
ausgesprochen. Im Gegensatz dazu nimmt das Leberglykogen 
immer mehr zu. Aber die Vermehrung des Glykogens in Skelett- 
muskeln und Haut und die Verminderung des hydrolysierbaren 
Zuckers in Leber sowie Haut treten beziiglich ihres Grades gegen- 
liber den winterschlafhaltenden Kréten weit zuriick. 

4. Bei Kroten lassen sich schon im Anfangsstadium des 
Winterschlafs einerseits deutliche Verminderung des freien sowie 
hydrolysierbaren Zuckers in der Leber, anderseits erhebliche 
Zunahme des Leberglykogens erkennen. Diese bemerkenswerte 
Erscheinung betreffs der Zuckerspiegel seitens der Leber zeichnet 
sich umso scharfer ab, je tiefer der Winterschlaf wird, und im 
Ablauf von November und Dezember erreicht das Absinken der 
Menge des freien sowie hydrolysierbaren Zuckers nicht nur in 
Leber, sondern auch in Skelettmuskeln und Haut einerseits, die 
Glykogenvermehrung in Leber und Skelettmuskeln anderseits den 
Hohepunkt. Vom Januar ab beginnt der freie, ebenso hydroly- 
sierbare Zucker in Leber und Haut zuzunehmen, ihre Zunahme in 
den Skelettmuskeln tritt aber erst im April em. Das Leber wie 
auch Hautglykogen weist nach dem Januar geringe Abnahme 
auf, bis es vom April ab eine betrachtliche Verminderung erfahrt. 

5. Die Unterschiede betreffs des Verhaltens des Kohlenhydrat- 
stoffwechsels bei Kréten wahrend des Winterschlafs und bei 
Hungerkroten in der Periode des Nichtwinterschlafs besteht darin, 
dass der Kohlenhydratverlust in Organen und Geweben ausschliess- 
lich bei den letzteren beobachtet, dagegen bei den ersteren ganz 
vermisst wird, und weiter, dass die Umbildung des hydrolysierbaren 
Zuckers in Leber und Haut in Glykogen bei den ersteren in toto, 
dagegen bei den letzteren bis auf einen kleinen Rest erfolgt. 

6. Bei Kaninchen, Ratten und Tauben wird auch in der 
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letzten Periode des Hungers im wesentlichen keine Abnahme des 
hydrolysierbaren Zuckers in der Leber und den Skelettmuskeln 
beobachtet, was im Vergleich zu den Hungerkroten grundsiitzlich 
verschieden ist, bei welchen schon im Anfangsstadium des Hungers 
eine betrachtliche Abnahme desselben Zuckers der Leber zum 
Vorschein kommt. Wodurch diese biologische Besonderheit, die 
der hydrolysierbare Zucker der Krotenleber gegeniiber der Warm- 
bliiterleber aufweist, bedingt ist, ob es mit verschiedenen chemischen 
Zusammensetzunen oder einfach mit der funktionellen Verschieden- 
heit, dartiber ist meine Untersuchung noch im Gang. 
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